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Usia Harapan Hidup (UHH) di Indonesia dari tahun ke tahun terus meningkat hingga 
mencapai 72,2 tahun pada periode 2030- 2035. Bertambahnya UHH berbanding lurus dengan 
masalah kesehatan yang dialami oleh manula, khususnya wanita. Menindaklanjuti hal tersebut, 
Bidan sebagai penyedia layanan kesehatan yang memberikan asuhan di sepanjang daur siklus 
reproduksi wanita juga perlu memperhatikan masalah kesehatan yang terjadi pada wanita lanjut 
usia. Siklus reproduksi wanita akan berakhir pada masa menopause yaitu rentang usia 50 ± 4 
tahun. Wanita menopause akan mengalami berbagai masalah kesehatan akibat penurunan 
hormon estrogen, baik jangka pendek maupun jangka panjang. Salah satu efek jangka panjang 
yang mungkin terjadi pada wanita masa menopause yaitu kerapuhan tulang atau osteoporosis. 
Osteoporosis merupakan penyakit metabolik tulang yang ditandai oleh menurunnya massa 
tulang. Osteoporosis disebabkan karena berkurangnya matriks dan mineral tulang disertai 
dengan kerusakan mikroarsitekturnya, hal ini akan mengakibatkan menurunnya kekuatan tulang 
sehingga tulang akan mudah patah. Osteoporosis pascamenopause beriringan dengan proses 
penuaan dan berkurangnya hormon estrogen. Penurunan kadar hormon estrogen menyebabkan 
hilangnya sifat protektif estrogen pada tulang. Estrogen pada tulang berfungsi menghambat 
diferensiasi osteoklastik dan membatasi produksi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-b 
Ligand (RANKL) oleh osteoblas, sel T dan sel B. Hipoestrogen berkaitan dengan menurunnya 
Transforming Growth Factor-β (TGF-β) sehingga menyebabkan meningkatnya produksi Tumor 
Necrosis Factor-α (TNF-α) oleh sel T. TNF-α yang meningkat akan menstimulasi produksi 
RANKL. Osteoklas kemudian secara langsung dirangsang oleh sel T yang diaktifkan oleh 
peningkatan TNF-α melalui stimulasi RANKL. RANKL berperan penting dalam 
osteoklastogenesis, diferensiasi dan aktivasi osteoklas, serta apoptosis osteoklas. RANKL yang 
berikatan dengan RANK akan mengaktivasi jalur osteoklastogenesis sehingga resorpsi tulang 
terjadi. 
Hipoestrogen pada masa menopause juga menyebabkan hilangnya efek perlindungan 
estrogen terhadap stres oksidatif seperti Reactive Oxygen Species (ROS), diikuti dengan 
penipisan enzim antioksidan. ROS sangat reaktif dan akan meningkatkan kadar H2O2 sehingga 
merusak berbagai biomolekul di sekitarnya seperti protein, Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) dan 
lipid terutama Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA). Oksidasi PUFA membentuk Malondialdehyde 
(MDA), salah satu produk akhir dari peroksidasi lipid. MDA yang jumlahnya berlebihan dapat 
menyebabkan kerusakan pada membran sel dan bersifat karsinogenik hingga mutagenik. 
Konsentrasi MDA yang tinggi membuktikan status antioksidan tubuh yang rendah sehingga tidak 
dapat mencegah reaktivitas senyawa radikal bebas. 
Standar terapi pada wanita pascamenopause yaitu terapi penggantian hormon atau 
Hormone Replacement Therapy (HRT) yang bertujuan untuk mengembalikan keseimbangan 
estrogen. Namun, HRT masih diperdebatkan karena penggunaannya dapat menimbulkan 
penyakit lain seperti kanker dan stroke. Sementara terapi penggantian hormon memiliki banyak 
efek samping, fitoestrogen dapat digunakan sebagai pilihan terapi alami untuk mengatasi 
ketidakseimbangan hormon. Fitoestrogen adalah senyawa turunan tumbuhan yang mirip 
estrogen. Salah satu fitoestrogen yaitu isoflavon, sedangkan salah satu golongan isoflavon 
dengan jumlah konjugat terbanyak adalah genistein. Genistein yang terkandung dalam kacang 
tunggak yaitu sebesar 3,02 hingga 3,82 mg per 100 g. Genistein memberikan efek estrogenik 
pada sejumlah organ target yang memiliki ERα dan atau ERβ. Genistein dapat berikatan dengan 
ER yang nantinya akan berpengaruh dalam proses diferensiasi osteoblast. Hal ini dapat 
dimanfaatkan untuk mengatasi gejala pascamenopause yang sebagian besar terjadi karena 
kondisi hipoestrogen, salah satunya osteoporosis. 
Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna 
unguiculata) dapat menurunkan ekspresi RANKL tulang dan kadar MDA serum tikus putih (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi. Metode penelitian yang digunakan yaitu true experimental 
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dengan pendekatan post test only control grup design. Sampel terdiri dari tikus SHAM (kontrol 
negatif), tikus ovariektomi/OVX (kontrol positif), tikus OVX dan diberi estradiol valerate dosis 0,18 
mg/kgBB (perlakuan 1), tikus OVX dan diberi ekstrak kacang tunggak dosis 1,25 mg/kgBB 
(perlakuan 2), tikus OVX dan diberi ekstrak kacang tunggak dosis 2,5 mg/kgBB (perlakuan 3), 
tikus OVX dan diberi ekstrak kacang tunggak dosis 5 mg/kgBB (perlakuan 4). Ekspresi RANKL 
tulang diamati setelah pewarnaan imunohistokimia dan dihitung melalui hasil scan pada 
mikroskop dot slide dengan pengamatan 10 kali lapang pandang menggunakan pembesaran 
400x. Sedangkan kadar MDA serum diukur menggunakan metode ELISA.  
Analisa data pada uji normalitas dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk dan 
didapatkan hasil bahwa data ekspresi RANKL tulang dan kadar MDA serum untuk masing-masing 
kelompok pengamatan terdistribusi normal. Berdasarkan uji Anova One Way pada data ekspresi 
RANKL tulang diperoleh hasil ada perbedaan yang signifikan rerata ekspresi RANKL tulang 
keenam kelompok sampel pengamatan, Terbukti bahwa pemberian ekstrak kacang tunggak 
dapat menurunkan ekspresi RANKL tulang tikus OVX. Selanjutnya berdasarkan uji One Way 
Anova pada data kadar MDA serum diperoleh hasil ada perbedaan yang signifikan rerata keenam 
kelompok sampel pengamatan. Terbukti bahwa pemberian ekstrak kacang tunggak dapat 
menurunkan kadar MDA serum tikus OVX, terutama pada dosis 5 mg/kgBB. Berdasarkan uji 
pearson correlation antara dosis ekstrak kacang tunggak dengan kadar MDA Serum didapatkan 
hasil -0.722, yang menunjukkan korelasi yang kuat. Terbukti bahwa semakin tinggi pemberian 
dosis ekstrak kacang tunggak yang diberikan, maka akan semakin menurunkan kadar MDA 
serum. 
 Kesimpulan dalam penelitian ini yaitu ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) 
dapat menurunkan ekspresi RANKL tulang dan kadar MDA serum tikus putih (Rattus norvegicus) 
model ovariektomi. Genistein dalam ekstrak kacang tunggak dapat berikatan dengan reseptor 
estrogen sehingga efek protektif pada tulang didapatkan kembali. Selain itu, ekstrak kacang 
tunggak juga memiliki kandungan antioksidan yang dapat digunakan untuk memperbaiki 
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Life Expectancy in Indonesia continues to increase from year to year reaching 72.2 years 
in the period 2030-2035. This increase is directly proportional to the health problems experienced 
by the elderly, especially women. Following up on this, Midwives as health service providers who 
provide care throughout the cycle of the female reproductive also need to pay attention to health 
problems that occur in elderly women. The female reproductive cycle will end at menopause, 
which is the age range of 50 ± 4 years. Menopausal women have various health problems due to 
a decrease in the hormone estrogen, both short and long term. One of the long-term effects that 
may occur in postmenopausal women is bone fragility or osteoporosis. 
Osteoporosis is a metabolic bone disease characterized by decreased bone mass. 
Osteoporosis is caused by reduced bone matrix and minerals accompanied by microarchitecture 
damage, this will result in decreased bone strength so that bones will break easily. 
Postmenopausal osteoporosis goes hand in hand with the aging process and a decrease in the 
hormone estrogen. Decreased levels of the hormone estrogen cause the loss of the protective 
properties of estrogen in bones. The functions of estrogen in bone are inhibit osteoclastic 
differentiation and limit the production of Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-b Ligand 
(RANKL) by osteoblasts, T cells and B cells. Hypoestrogens are associated with decreased 
Transforming Growth Factor-b (TGF-β) resulting in increased production of Tumor Necrosis 
Factor-α (TNF-α) by T cells. Increased TNF- α will stimulate the production of RANKL. Osteoclasts 
are then directly stimulated by T cells that are activated by increased TNF-α via RANKL 
stimulation. RANKL plays an important role in osteoclastogenesis, osteoclast differentiation and 
activation, and osteoclast apoptosis. RANKL that binds to RANK will activate the 
osteoclastogenesis pathway so that bone resorption occurs. 
Hypoestrogen in menopause also causes loss of the protective effect of estrogen against 
oxidative stress such as Reactive Oxygen Species (ROS), followed by depletion of antioxidant 
enzymes. ROS are very reactive and will increase H2O2 levels so that they damage various 
surrounding biomolecules such as proteins, Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) and lipids, 
especially Polyunsaturated Fatty Acids (PUFA). PUFA oxidation forms Malondialdehyde (MDA), 
one of the end products of lipid peroxidation. Excessive amounts of MDA can cause damage to 
cell membranes and are carcinogenic to mutagenic. The high concentration of MDA proves the 
body's low antioxidant status so it cannot prevent the reactivity of free radical compounds. 
Standard therapy for postmenopausal women is hormone replacement therapy (HRT), 
which aims to restore estrogen balance. However, HRT is still debated because its use can cause 
other diseases such as cancer and stroke. While hormone replacement therapy has many side 
effects, phytoestrogens can be used as a natural therapy option to treat hormonal imbalances. 
Phytoestrogens are plant-derived compounds that are similar to estrogen. One of the 
phytoestrogens is isoflavones, while one of the isoflavone groups with the highest number of 
conjugates is genistein. The genistein contained in cowpeas is 3.02 to 3.82 mg per 100 g. 
Genistein exerts an estrogenic effect on a number of target organs that have ERα and/or ERβ. 
Genistein can bind to ER which will affect the osteoblast differentiation process. This can be used 
to treat postmenopausal symptoms, which mostly occur due to hypoestrogen conditions, one of 
which is osteoporosis. 
This study aims to prove the etanolic extract of cowpea (Vigna unguiculata) can reduce the 
expression of bone RANKL and serum malondialdehyde levels of white rats (Rattus norvegicus) 
ovariectomized model. The research method used is true experimental with a post test only 
control group design approach. The samples consisted of SHAM rats (negative control), 
ovariectomized/OVX rats (positive control), OVX rats and given estradiol valerate at a dose of 
0.18 mg/kgBW (treatment 1), OVX rats and given cowpea extract at a dose of 1.25 mg/kg. kgBW 
(treatment 2), OVX rats and given cowpea extract at a dose of 2.5 mg/kgBW (treatment 3), OVX 
rats and given cowpea extract at 5 mg/kgBW (treatment 4). Bone RANKL expression was 
observed after immunohistochemical staining and calculated by scanning the dot slide 
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microscope with 10 times the field of view using 400x magnification. Meanwhile, serum MDA 
levels were measured using the ELISA method. 
Data analysis on the normality test was carried out using the Shapiro-Wilk test and the 
results showed that the bone RANKL expression data and serum MDA levels for each observation 
group were normally distributed. Based on the One Way Anova test on bone RANKL expression 
data, it was found that there was a significant difference in the mean bone RANKL expression of 
the six groups of observational samples. It was proven that the administration of cowpea extract 
could reduce the bone RANKL expression of OVX rats. Furthermore, based on the One Way 
Anova test on serum MDA level data, it was obtained that there was a significant difference in the 
average of the six groups of observational samples. It is proven that the administration of cowpea 
extract can reduce MDA serum levels of OVX rats, especially at a dose of 5 mg/kgBW. Based on 
the Pearson correlation test between the dose of cowpea extract and serum MDA levels, the 
result is -0.722, which shows a strong correlation. It is evident that the higher the dose of cowpea 
extract given, the lower the serum MDA level. 
The conclusion of this study is that the etanolic extract of cowpea (Vigna unguiculata) can 
reduce the expression of bone RANKL and serum MDA levels of white rats (Rattus norvegicus) 
ovariectomized model. Genistein in cowpea extract can bind to estrogen receptors so that the 
protective effect on bones is regained. In addition, cowpea extract also contains antioxidants that 
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1.1 Latar Belakang 
Usia Harapan Hidup (UHH) di Indonesia dari tahun ke tahun terus 
meningkat. Rerata UHH di Indonesia pada periode tahun 2010-2015 yaitu 70,1 
tahun dan akan mengalami kenaikan menjadi 72,2 tahun pada periode 2030-
2035 (BPS, 2013). Bertambahnya UHH berbanding lurus dengan masalah 
kesehatan yang dialami oleh manula, khususnya wanita. Menindaklanjuti hal 
tersebut, Bidan sebagai penyedia layanan kesehatan yang memberikan 
asuhan di sepanjang daur siklus reproduksi wanita juga perlu memperhatikan 
masalah kesehatan yang terjadi pada wanita lanjut usia. 
Siklus reproduksi wanita akan berakhir pada masa menopause yaitu 
rentang usia 50 ± 4 tahun. Wanita menopause berada pada kondisi 
hipoestrogen sehingga dapat menyebabkan berbagai masalah kesehatan, 
baik jangka pendek maupun jangka panjang. Efek jangka pendek mencakup 
gejala vasomotor seperti hot flushes, keringat malam, jantung berdebar atau 
sakit kepala. Sedangkan salah satu efek jangka panjang yang mungkin terjadi 
pada wanita masa menopause yaitu kerapuhan tulang atau osteoporosis 
(Podfigurna-Stopa et al., 2016).  
Osteoporosis merupakan penyakit metabolik tulang yang ditandai oleh 
menurunnya massa tulang. Osteoporosis disebabkan karena berkurangnya 
matriks dan mineral tulang disertai dengan kerusakan mikroarsitekturnya, hal 
ini akan mengakibatkan menurunnya kekuatan tulang sehingga tulang akan 
mudah patah. Kejadian patah tulang akibat osteoporosis dapat dijumpai di 
seluruh dunia dan sampai saat ini masih menjadi masalah dalam kesehatan 
masyarakat terutama di negara berkembang. International Osteoporosis 
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Foundation (IOF) mengungkapkan bahwa satu dari empat wanita di Indonesia 
dengan rentang usia 50-80 tahun memiliki risiko terkena osteoporosis dan satu 
dari tiga wanita dalam rentang usia tersebut mengalami risiko patah tulang 
akibat osteoporosis (Kemenkes, 2015).  
Osteoporosis pascamenopause beriringan dengan  proses penuaan dan 
berkurangnya hormon estrogen. Penurunan kadar hormon estrogen 
menyebabkan hilangnya sifat protektif estrogen pada tulang. Estrogen pada 
tulang berfungsi menghambat diferensiasi osteoklastik dan membatasi 
produksi Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-b Ligand (RANKL) oleh 
osteoblas, sel T dan sel B. Hipoestrogen berkaitan dengan menurunnya 
Transforming Growth Factor-b (TGF-β) dan meningkatnya sitokin seperti 
Insulin like Growth Factor-1 (IGF-1) dan Interleukin-7 (IL-7). Perubahan ini 
menyebabkan produksi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) oleh sel T 
meningkat. TNF-α yang meningkat akan menstimulasi produksi RANKL. 
Osteoklas kemudian secara langsung dirangsang oleh sel T yang diaktifkan 
oleh peningkatan TNF-α melalui stimulasi RANKL (Anandarajah, 2020; Khosla 
et al., 2012). 
RANKL adalah salah satu anggota dari TNF-α yang berada pada lokus 
13q14 di kromosom manusia.. Beberapa sel yang memproduksi RANKL antara 
lain sel dari garis keturunan osteoblas, sel stroma sumsum tulang, sel T 
teraktivasi, sel B, fibroblas, sel endotel, kondrosit dan sel epitel mammae. 
RANKL diekspresikan di kelenjar getah bening perifer, sumsum tulang, timus, 
limpa, otak, jantung, kulit, otot rangka, ginjal, hati, paru-paru dan jaringan 
payudara. Ekspresi RANKL dipengaruhi oleh hormon, faktor pertumbuhan, 
peptida dan sitokin. RANKL berperan penting dalam osteoklastogenesis, 
diferensiasi dan aktivasi osteoklas, serta apoptosis osteoklas. RANKL yang 
berikatan dengan RANK akan mengaktivasi jalur osteoklastogenesis. Namun, 
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OPG bersaing dengan RANK untuk mengikat RANKL yang berfungsi sebagai 
reseptor umpan alami ke RANKL dan membantu proses osteoblastogenesis 
(Anandarajah, 2020). 
Hipoestrogen pada masa menopause juga menyebabkan hilangnya efek 
perlindungan estrogen terhadap stres oksidatif seperti Reactive Oxygen 
Species (ROS), diikuti dengan penipisan enzim antioksidan. ROS sangat 
reaktif dan akan meningkatkan kadar H2O2 sehingga merusak berbagai 
biomolekul di sekitarnya seperti protein, Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) dan 
lipid terutama Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA). Oksidasi PUFA membentuk 
Malondialdehyde (MDA), salah satu produk akhir dari peroksidasi lipid. Hasil 
penelitian Muthusami et al (2005) menyatakan adanya korelasi yang kuat 
antara H2O2 dan LPO sehingga dapat disimpulkan bahwa peningkatan 
produksi H2O2 dapat menyebabkan peningkatan peroksidasi lipid beserta 
produknya. MDA yang jumlahnya berlebihan dapat menyebabkan kerusakan 
pada membran sel dan bersifat karsinogenik hingga mutagenik. Konsentrasi 
MDA yang tinggi membuktikan status antioksidan tubuh yang rendah sehingga 
tidak dapat mencegah reaktivitas senyawa radikal bebas (Muthusami et al., 
2005; Hardiany et al., 2020).  
Standar terapi pada wanita pascamenopause yaitu terapi penggantian 
hormon atau Hormone Replacement Therapy (HRT) yang bertujuan untuk 
mengembalikan keseimbangan estrogen. Namun, HRT masih diperdebatkan 
karena penggunaannya dapat menimbulkan penyakit lain seperti kanker dan 
stroke. Selain itu, HRT tidak sepenuhnya menghilangkan risiko kesehatan 
yang dialami wanita menopause (Cattoni et al., 2020).  
Sementara terapi penggantian hormon memiliki banyak efek samping, 
fitoestrogen dapat digunakan sebagai pilihan terapi alami untuk mengatasi 
ketidakseimbangan hormon. Fitoestrogen adalah senyawa turunan tumbuhan 
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yang mirip estrogen. Fitoestrogen terdapat dua jenis yaitu flavonoid dan non 
flavonoid. Flavonoid terbagi menjadi isoflavon, coumestans dan prenyl 
flavonoids. Flavonoid yang sering ditemukan dalam makanan yaitu isoflavon. 
Sedangkan salah satu golongan isoflavon dengan jumlah konjugat terbanyak 
adalah genistein.  
Genistein dimiliki oleh tumbuhan dalam famili Leguminoseae, seperti 
kacang tunggak. Kandungan genistein dalam kacang tunggak yaitu sebesar 
3,02 hingga 3,82 mg per 100 g. Genistein memiliki aktivitas estrogenik yang 
baik. Hal ini dapat dimanfaatkan untuk mengatasi gejala pascamenopause 
yang sebagian besar terjadi karena kondisi hipoestrogen, salah satunya 
osteoporosis. Hasil penelitian Qi (2018) menunjukkan bahwa pemberian 
genistein pada kelompok tikus ovariektomi menghasilkan kepadatan tulang 
femur yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol (yang tidak di 
ovariektomi) (Qi, 2018; Deorukhkar and Ananthanarayan, 2019). 
Genistein memberikan efek estrogenik pada sejumlah organ target yang 
memiliki ERα dan atau ERβ. Genistein dapat berikatan dengan ER yang 
nantinya akan berpengaruh dalam proses diferensiasi osteoblast. Hal ini 
sesuai dengan studi in vitro Cepeda, et al (2020) yang membuktikan adanya 
peningkatan mRNA ERα pada hari ketiga dan kelima setelah inkubasi dengan 
genistein (Cepeda et al., 2020).  
Berdasarkan kesenjangan diatas maka penulis tertarik melakukan 
penelitian yang berjudul “Efek ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna 
unguiculata) terhadap ekspresi RANKL tulang dan kadar malondialdehyde 




1.2 Rumusan Masalah 
1.2.1 Rumusan masalah umum 
Apakah ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat 
menurunkan ekspresi RANKL tulang dan kadar malondialdehyde serum tikus putih 
(Rattus norvegicus) model ovariektomi? 
1.2.2 Rumusan masalah khusus 
a. Apakah ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat 
menurunkan ekspresi RANKL tulang tikus putih (Rattus norvegicus) model 
ovariektomi? 
b. Apakah ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat 
menurunkan kadar malondialdehyde serum tikus putih (Rattus norvegicus) 
model ovariektomi? 
1.3 Tujuan  
1.3.1 Tujuan umum 
Membuktikan ekstrak etanol kacang tunggak (vigna unguiculata) dapat 
menurunkan ekspresi RANKL tulang dan kadar malondialdehyde serum tikus putih 
(rattus norvegicus) model ovariektomi. 
1.3.2  Tujuan khusus  
a. Membuktikan ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat 
menurunkan ekspresi RANKL tulang tikus putih (Rattus norvegicus) model 
ovariektomi. 
b. Membuktikan ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat 






1.4.1 Manfaat Teoritis 
Menambah wawasan ilmu pengetahuan tentang efek fitoestrogen dan 
antioksidan ekstrak kacang tunggak (Vigna unguiculata) pada tikus model 
ovariektomi. 
1.4.2 Manfaat Praktis 
Ekstrak kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat dijadikan salah satu 
alternatif untuk mencegah dan mengatasi efek yang terjadi pada masa 









Menopause diartikan sebagai seorang wanita yang mengalami amenore 
selama 12 bulan berturut-turut tanpa penyebab patologis atau fisiologis yang 
mendasari. Penentuan menopause juga dapat dilihat berdasarkan kadar hormone 
seperti Follicle-Stimulating Hormone (FSH) dan Estradiol (E2). Wanita dikatakan 
menopause jika memiliki kadar FSH >30 IU/ml dan Estradiol (E2) <30 ng/mL 
(Polesel et al., 2017). 
Kondisi menopause membuat wanita mengalami gangguan fisik maupun 
psikis. Sebagian   wanita   menopause   mengalami gejala-gejala fisik seperti 
berkeringat di malam hari dan hot flushes sehingga dapat mempengaruhi aktivitas 
sehari-hari yang pada akhirnya dapat menurunkan kualitas hidup mereka. Namun 
mereka tidak menyadari akan perubahan yang  dialami ketika memasuki masa 
menopause. Penurunan   produksi   estrogen   saat   menopause berkaitan dengan 
peningkatan risiko terhadap beberapa penyakit seperti osteoporosis, penyakit 
kardiovaskular, dan Alzheimer (Putri et al., 2014; Stanzel et al., 2018).  
2.2 Osteoporosis  
2.2.1 Definisi 
Osteoporosis telah didefinisikan sebagai penyakit kerangka sistemik yang 
ditandai dengan massa tulang yang rendah dan kerusakan mikro-arsitektural 
jaringan tulang, yang mengakibatkan peningkatan kerapuhan tulang dan 
kerentanan terhadap patah tulang (Black, Dennis M. and Clifford J. Rosen, 2016). 
Menurut National Institutes of Health Consensus Development Panel on 
Osteoporosis, Osteoporosis didefinisikan sebagai kelainan kerangka yang ditandai 
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dengan kekuatan tulang yang menurun yang menyebabkan peningkatan risiko 
patah tulang (Akkawi and Zmerly, 2018). 
Osteoporosis menjadi ancaman kesehatan yang serius bagi wanita 
menopause. Osteoporosis dapat menyebabkan fraktur sehingga meningkatkan 
angka kesakitan dan kematian. Kekuatan tulang dapat dilihat dari kualitas tulang 
dan kepadatan mineral tulang. Kualitas tulang dipengaruhi oleh BMD, tingkat 
mineralisasi, hidroksi apatit, ukuran kristal, struktur kolagen, heterogenitas 
mikrostruktur tulang, konektivitas trabekula, dan microdamage tulang. Sedangkan 
kepadatan mineral tulang dipengaruhi oleh puncak massa tulang yang dicapai 
selama masa remaja dan tingkat kehilangan tulang selama masa hidupnya. 
Kepadatan mineral tulang dinyatakan dalam gram mineral per centimeter persegi 
(cm2) atau volume tulang (Wiyasa, 2019). 
2.2.2 Jenis osteoporosis 
Osteoporosis dapat dibagi menjadi beberapa jenis, antara lain : 
a. Osteoporosis primer, terbagi menjadi 2 : 
1) Osteoporosis primer tipe 1 
Merupakan kehilangan massa tulang yang terjadi beriringan dengan  
proses penuaan. Osteoporosis ini terjadi akibat kekurangan hormon 
estrogen pada wanita yang telah mengalami menopause. Sedangkan 
pada pria, hal ini terjadi pada kondisi andropause, yaitu berkurangnya 
produksi hormon testosteron (Kemenkes, 2015). 
2) Osteoporosis primer tipe 2  
Osteoporosis tipe 2 sering disebut dengan senil osteoporosis atau 
osteoporosis karena penuaan. Osteoporosis ini biasanya ditemukan pada 
orang dengan usia lebih dari 70-an. Pertambahan usia menyebabkan sel-
sel stroma sumsum tulang berdiferensiasi menjadi lebih banyak adiposit 
daripada osteoblast sehingga lebih cepat mengalami penuaan. Hal ini 
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mengganggu proses pembentukan tulang dan berkontribusi pada senil 
osteoporosis (Qadir et al., 2020).  
b. Osteoporosis sekunder 
Osteoporosis sekunder terjadi karena adanya penyakit yang berkaitan 
dengan pengurangan massa tulang (seperti pada penyakit autoimun dan 
gangguan ginjal) dan atau karena agen farmakologis (obat-obatan seperti 
glukokortikoid, terapi antiretroviral, dan lain sebagainya). Faktor endokrin 
dan nutrisi juga mempengaruhi terjadinya osteoporosis sekunder (Colangelo 
et al., 2019).  
c. Osteoporosis idiopatik 
Merupakan osteoporosis yang tidak diketahui penyebabnya dan ditemukan 
pada usia kanak-kanak (juvenil), usia remaja (adolesen), dan pria usia paruh 
baya (Kemenkes, 2015).  Beberapa penelitian menyebutkan bahwa 
kecacatan (defect) osteoblast, IGF-I, perubahan dalam hormon seks dan 
produksi sclerostin berperan dalam patogenesis osteoporosis idiopatik 
(Feng et al., 2018). 
2.2.3 Faktor risiko osteoporosis 
Menurut Akkawi (2018), faktor risiko terjadinya osteoporosis antara lain 
bertambahnya usia, jenis kelamin wanita, status pascamenopause, 
hipogonadisme atau kegagalan ovarium prematur, indeks massa tubuh rendah, 
latar belakang etnis (orang kulit putih berisiko lebih tinggi daripada orang kulit 
hitam), Rheumatoid Arthritis (RA), BMD rendah, defisiensi vitamin D, asupan 
kalsium rendah, hiperkifosis, merokok, penyalahgunaan alkohol, imobilisasi, dan 
penggunaan jangka panjang dari obat-obatan tertentu, seperti glukokortikoid, 
antikoagulan, antikonvulsan, penghambat aromatase, obat kemoterapi kanker, 
dan agonis hormon pelepas gonadotropin (Akkawi and Zmerly, 2018). 
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Wanita pascamenopause berisiko terkena osteoporosis, maka harus 
dilakukan evaluasi secara klinis untuk menentukan perlunya pengujian BMD. 
Beberapa faktor risiko yang tidak bergantung pada BMD antara lain usia lanjut, 
pernah patah tulang sebelumnya, terapi glukokortikoid jangka panjang, berat 
badan rendah, riwayat patah tulang pinggul dalam keluarga, merokok, dan asupan 
alkohol berlebih. Secara umum, semakin banyak faktor risiko, semakin besar risiko 
patah tulang (Lupsa and Insogna, 2015).  
2.2.4 Patofisiologi osteoporosis 
Kerangka merupakan salah satu sistem organ terbesar yang terdiri dari 
matriks termineralisasi dengan fraksi seluler yang kecil namun sangat aktif. Tulang 
dibentuk oleh osteoblas yang berasal dari sel mesenkim. Namun osteoblas juga 
penting untuk memulai resorpsi. Osteoblas bersama dengan osteosit melepaskan 
Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand (RANKL) yang penting untuk 
osteoklastogenesis. Selain RANKL, osteoblas menghasilkan penghambat 
osteoklastogenesis yang disebut osteoprotegerin (OPG). OPG adalah reseptor 
larut untuk RANKL yang mengikat ligan ini dan mencegah interaksi RANKL 
dengan reseptor serumpunnya yaitu Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B 
(RANK). Osteoklas berasal dari progenitor hematopoietic dan merupakan sel 
spesifik yang terlibat dalam resorpsi tulang. Stimulator utama pembentukan 
osteoklas adalah RANKL (Lupsa and Insogna, 2015). 
Osteoblas dan osteoklas terlibat dalam remodelling tulang, yaitu proses 
dinamis dimana tulang tua dihilangkan dari kerangka dan tulang baru 
ditambahkan. Siklus ini berpasangan erat dan jumlah tulang baru yang dibentuk 
oleh osteoblas sama dengan jumlah yang diserap oleh osteoklas. Pengeroposan  
tulang akan terjadi ketika keseimbangan ini berubah yaitu ketika jumlah tulang 
yang diserap lebih tinggi daripada jumlah tulang yang dibentuk. 
Ketidakseimbangan ini menyebabkan dikeluarkannya kalsium dari tulang ke cairan 
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ekstraseluler sehingga keseimbangan kalsium total tubuh menjadi negatif, yang 
selanjutnya akan meningkatkan laju kehilangan tulang. Penurunan estrogen yang 
terjadi pada masa menopause dan usia lanjut menyebabkan peningkatan 
remodeling tulang meningkat 2 hingga 4 kali lipat (Lupsa and Insogna, 2015). 
Pengeroposan tulang pada masa menopause berjalan  semakin cepat 
selama 5 hingga 8 tahun setelah berhentinya menstruasi. Wanita mengalami 
pengeroposan tulang sekitar 20% hingga 30% pada tulang trabekuler dan 5% 
hingga 10% pada tulang kortikal. Fase kedua pengeroposan tulang terjadi pada 8 
hingga 10 tahun setelah menopause yaitu tulang trabekuler dan kortikal 
mengalami pengeroposan dengan kecepatan yang sama. Hilangnya jaringan 
tulang menyebabkan kerusakan pada mikroarsitektur rangka dan peningkatan 
risiko patah tulang. Kondisi menopause dan pertambahan usia membuat tubuh 
dalam kondisi defisiensi estrogen. Hal ini akan memperburuk sifat material tulang 
sehingga meningkatkan pengeroposan tulang. Pada tingkat sel, peningkatan 
jumlah dan aktivitas osteoklas mengganggu konektivitas trabekuler dan 
meningkatkan penyerapan kortikal. Kepadatan dan kualitas tulang yang berkurang 
dapat mempengaruhi sifat-sifat mekanik kerangka dan memberikan 
kecenderungan pada patah tulang (Lupsa and Insogna, 2015).  
Meskipun pengeroposan tulang pada masa menopause terjadi akibat 
defisiensi estrogen, beberapa gangguan lain dapat menyebabkan peningkatan 
pengeroposan tulang tanpa memandang usia dan status estrogen. Penyebab 
sekunder osteoporosis ini termasuk hiperparatiroidisme, defisiensi vitamin D, 
hiperkortisolisme, hipertiroidisme, diskrasia sel plasma (seperti multiple myeloma 
dan monoclonal gammopathy dengan signifikansi yang tidak dapat ditentukan), 
penyakit inflamasi (seperti  rheumatoid arthritis), gangguan gastrointestinal (seperti 
penyakit hati kronis, penyakit celiac, dan penyakit radang usus), penyakit ginjal 
kronis, kehilangan kalsium ginjal, dan obat-obatan (seperti steroid, antiepilepsi, 
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depot medroksiprogesteron asetat, antikoagulan, vitamin A, loop diuretik, dan 
penghambat penyerapan reseptor serotonin selektif) (Lupsa and Insogna, 2015). 
2.2.5 Diagnosis osteoporosis 
Osteoporosis merupakan  silent disease tanpa gejala dan bukti yang jelas 
hingga patah tulang terjadi. Skrining osteoporosis yang dilakukan saat ini yaitu 
menggunakan Dual Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA). Semua wanita berusia 
65 tahun atau lebih dan pria berusia 70 tahun atau lebih, wanita pascamenopause 
dengan penyebab medis kehilangan tulang (misalnya, penggunaan steroid) tanpa 
memandang usia, wanita pascamenopause berusia 50 tahun atau lebih dengan 
faktor risiko tambahan untuk patah tulang (misalnya, saat ini perokok, RA, riwayat 
patah tulang pinggul pada orang tua), dan wanita pascamenopause dengan fraktur 
kerapuhan harus di skrining untuk osteoporosis dengan pengukuran BMD pada 
tulang pinggul dan lumbar seperti yang direkomendasikan oleh US Preventive 
Services Task Force (USPSTF), National Osteoporosis Foundation (Akkawi and 
Zmerly, 2018).  
BMD terutama digambarkan sebagai skor-T, yang mewakili jumlah SD 
dimana BMD pada individu berbeda dari nilai rata-rata yang diharapkan pada 
individu muda yang sehat. Berikut klasifikasi BMD menurut Gourlay et al (2012). 
Tabel 2.1. Klasifikasi BMD menggunakan Skor-T 
Skor-T Klasifikasi Interval skrining ulang 
≥ - 1.0 SD BMD normal 15 tahun 
< -1.0 dan > -1.5 Osteopenia ringan 15 tahun 
< -1.5 dan > -2.0 Osteopenia  5 tahun 
< -2.0 dan > -2.5 Osteopenia lanjut 1 tahun 
Keterangan : Klasifikasi BMD berdasarkan Skor-T 
 
2.3 Tulang 
Berdasarkan bentuk umumnya, tulang dapat diklasifikasikan menjadi tiga 
kelompok yaitu pendek, pipih, dan panjang atau tubular. Contoh tulang panjang 
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atau tubular antara lain femur, tibia, dan falang. Tulang panjang memiliki tiga 
bagian yaitu epifisis, metafisis, dan diafisis. Bagian epifisis di kedua ujung poros 
dinding kortikal tampak tebal. Bagian metafisis tampak meluas dan berperan untuk 
melindungi tulang rawan dalam proses resorpsi. Bagian diafisis bertanggung 
jawab untuk menahan tekanan torsi dan lekukan (Monsef, 2020).  
Tulang pendek, seperti badan vertebral dan tulang tarsal dan karpal, 
berukuran kira-kira sama panjang di semua dimensi dan berbentuk kubus kasar 
dengan sedikit variasi. Tulang pendek terdiri dari tulang trabekular yang longgar, 
seperti metafisis tulang panjang. Fungsi utama dari kumpulan tulang ini adalah 
menopang tubuh. Karpal dan tarsal memiliki korteks yang sangat tipis, sedangkan 
badan vertebral memiliki cangkang tipis dari tulang trabekula kompak tanpa 
adanya struktur kortikal (Monsef, 2020). 
Tulang pipih, seperti puncak iliaka, kubah tengkorak, dan lamina vertebra, 
terbentuk dari kondensasi dan mineralisasi jaringan mesenkim yang longgar 
(osifikasi intramembran). Sedangkan tulang panjang dan pendek terbentuk dari 
pengerasan tulang rawan yang terbentuk sebelumnya (osifikasi endokondral). 
Jenis osifikasi ketiga yang terjadi ketika osteoblas melapisi periosteum dari 
permukaan tulang yang ada dan mulai mensekresi osteoid berlapis-lapis, sehingga 
membuat tulang lebih tebal, disebut appositional (Monsef, 2020). 
Tulang yang belum matang (immature) berbentuk seperti anyaman. Tulang 
ini ditemukan di kerangka embrio, kalus fraktur, dan neoplasma tulang. Sifat tulang 
ini kurang terorganisir, lebih lemah, lebih fleksibel, dan telah meningkatkan 
turnover dibandingkan dengan tulang dewasa. Tulang yang berbentuk anyaman 
ini tidak memiliki kemampuan untuk melakukan remodelling mengikuti pola 
(Monsef, 2020). 
Tulang dewasa berbentuk pipih. Tulang pipih berorientasi pada pola 
remodelling, lebih kuat, kurang fleksibel, dan perputarannya lebih lambat 
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dibandingkan dengan tulang immature. Ada dua jenis tulang pipih yaitu kortikal 
(kompak) dan trabekuler (spons). Meskipun tulang kortikal dan trabekuler memiliki 
struktur dan komposisi yang sama, sifat mekanisnya sangat berbeda karena 
perbedaan kepadatan dan distribusinya. Tulang trabekuler memiliki banyak pori, 
sedangkan tulang kortikal bersifat lebih padat. Perbedaan kepadatan ini membuat 
tulang kortikal 10 kali lebih kuat dalam kompresi dibandingkan varian trabekuler 
(Monsef, 2020). 
Tulang kortikal, terdiri dari osteon yang padat, membentuk 80% kerangka. 
Tulang trabekuler memiliki luas permukaan per unit volume kira-kira 20 kali lipat 
dari tulang kortikal. Hampir semua sel tulang trabekular terletak di antara lamellae 
atau di permukaan trabekula, karena lokasinya yang dekat dengan sumsum tulang 
membuat sel tulang trabekular jauh lebih aktif secara metabolik daripada sel tulang 
kortikal yang dikelilingi oleh matriks tulang (Monsef, 2020). 
Sel tulang terdiri atas sel osteoblast, osteoklas, dan osteosit. Osteoklas 
adalah sel multinuklear besar dari garis keturunan monosit. Sel ini menempel pada 
tulang dengan integrin, dan pinggirannya yang berbentuk kerutan akan 
membentuk kompartemen tertutup di atas permukaan tulang. Osteoblas 
menghasilkan matriks tulang dan memfasilitasi mineralisasi. Sel ini berasal dari sel 
induk mesenkim, dan berbagi garis keturunan yang sama dengan kondrosit, 
mioblas, fibroblas, dan adiposit. Kemudian mineralisasi primer akan terjadi melalui 
pengendapan kristal hidroksiapatit dimulai sekitar dua minggu setelah matriks tak 
termineralisasi (osteoid) diletakkan oleh osteoblas dan berlanjut selama sekitar 6 
bulan. Selanjutnya, mineralisasi sekunder berlangsung selama 2 hingga 3 tahun, 
dengan semakin banyak penggabungan mineral dan pengembangan struktur 
kristal. Ketika renovasi dan pembentukan tulang selesai, beberapa osteoblas 
mengalami apoptosis, beberapa menjadi sel lapisan dan beberapa terperangkap 
di tulang termineralisasi di mana mereka tetap sebagai osteosit (Walsh, 2018). 
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Remodelling  tulang memiliki ritme sirkadian, yang lebih berlebihan untuk 
resorpsi daripada pembentukan. Pergantian tulang meningkat pada malam hari 
dan menurun pada siang hari. Irama ini didorong oleh kombinasi faktor endokrin 
(seperti kortisol, oksitosin, dan melatonin), faktor lokal (seperti peroxisome 
proliferatoractivated receptor G) dan clock genes. Selama siklus remodeling, 
osteoklas di permukaan tulang menjadi aktif dan melakukan resorpsi matriks 
tulang, menciptakan defek yang diisi oleh osteoblas. Siklus biasanya 
membutuhkan waktu sekitar 200 hari untuk menyelesaikannya. Siklus remodeling 
tulang sangat diatur, resorpsi dan pembentukannya sangat berhubungan erat, 
sehingga dalam kondisi normal pembentukan tulang memiliki jumlah yang sama 
dengan resorpsinya, dan jumlah jaringan tulang akan sama pada awal dan akhir 
siklus (Walsh, 2018).  
2.3.1 Osifikasi/Pembentukan Tulang (Bone Formation) 
Selama perkembangan kerangka, pembentukan tulang terjadi melalui dua 
proses berbeda (Gambar 2.1). Tempurung kepala, pelvis, dan sepertiga lateral 
klavikula dibentuk oleh osifikasi intramembran di mana sel-sel progenitor 
mesenkim memadat dan berdiferensiasi langsung menjadi osteoblast. Sebaliknya, 
tulang panjang dan vertebrae dibentuk oleh osifikasi endokondral setelah 
prekursor mesenkim berdiferensiasi menjadi kondrosit. Prosesnya dimulai dengan 
konsentrasi sel yang tidak berdiferensiasi yang berubah menjadi kondrosit dan 
mengeluarkan matriks tulang rawan seperti hialin. Kondrosit membesar dan tunas 
vaskular menginvasi tulang rawan, membawa sel-sel progenitor lain yang 
berdiferensiasi menjadi osteoblas yang pada gilirannya mulai membentuk tulang 
pada kerangka tulang rawan. Kemudian osteoklas menyerap kembali tulang rawan 
yang mengeras dan tulang yang belum matang. Osteoblas akhirnya mengisi ruang 










Keterangan : (A) Tempurung kepala diwarnai dengan alizarin merah (tulang) dan alcian 
biru (tulang rawan) pada hari pertama postnatal  yang menunjukkan 
fontanel anterior, posterior dan sutura. Representasi skematis dari 
pembentukan tulang intramembran pada sutura tempurung kepala. (B) 
Pertumbuhan proximal tibial di bagian pate pada hari ke-21 pasca 
melahirkan diwarnai dengan alcian blue (tulang rawan) dan van Gieson 
(matriks tulang, merah). Representasi skematis osifikasi endokondral yang 
menunjukkan proliferasi kondrosit, diferensiasi dan apoptosis di dalam  
lempeng pertumbuhan. 
 
Pusat osifikasi primer berkembang dalam rahim. Di tulang belakang, tiga 
pusat utama terbentuk sekitar minggu kedelapan kehamilan. Satu terletak di 
tengah tubuh dan yang lain ada di setiap lengkung tulang belakang. Tulang 
terbentuk pada kerangka tulang rawan vertebra yang sudah ada sebelumnya. 
Osifikasi primer dimulai dari tulang belakang dada bagian bawah, kemudian 
berkembang ke arah tengkorak dan ekor. Lima pusat osifikasi sekunder 
 Gambar 2.1   Osifikasi intramembran dan endokondral 
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berkembang setelah lahir, antara lain satu di ujung proses spinosus, di setiap 
ujung proses transversal, dan di pusat anular pada bagian ventral dari pelat ujung 
superior dan inferior. Mereka mulai mengeras sekitar usia 15 sampai 16 tahun dan 
bergabung dengan tulang belakang yang tersisa pada pertengahan dekade ketiga 
kehidupan (Monsef, 2020). 
2.3.2 Remodelling Tulang (Bone Turnover) 
Modelling adalah proses di mana tulang dibentuk dan disesuaikan dengan 
beban atau pengaruh lain. Modelling dapat mengakibatkan perubahan massa 
tulang, ukuran dan geometri. Pemodelan kortikal pada permukaan periosteal atau 
endosteal mengubah diameter tulang dan ketebalan kortikal. Sedangkan 
remodelling adalah proses berkelanjutan dari pembaruan dan perbaikan tulang 
tanpa mengubah bentuknya yang berlanjut sepanjang kehidupan manusia 
dewasa. Remodelling tulang atau bone turnover semakin meningkat selama 
akuisisi tulang dan modelling dalam masa pertumbuhan dan pubertas, kemudian 
menurun ke titik pada sekitar usia 40 tahun. Peningkatan pesat dalam remodelling 
tulang dapat terjadi pada wanita menopause dan peningkatan terjadi secara 
bertahap pada pria seiring bertambahnya usia. Remodelling tulang yang terjadi 
karena pertambahan usia dapat diketahui dari massa tulang (Walsh, 2018). 
Remodeling tulang merupakan proses seumur hidup dimana tulang tua 
diganti dengan tulang baru. Remodeling tulang membantu mempertahankan 
homeostasis mineral melalui pembebasan kalsium dan fosfor ke dalam sirkulasi. 
Proses remodelling terjadi di tempat terpisah pada permukaan tulang kortikal dan 
trabecular. Proses ini melibatkan aksi terpadu dan sekuensial dari osteoklas dan 
osteoblas. Tim seluler kolaboratif lokal ini disebut dengan Basic Multicellular Unit 
(BMU). Siklus remodeling mengarah pada pembentukan "osteon" baru melalui 
empat langkah yaitu aktivasi, resorpsi, reversal, dan pembentukan. Permukaan 
tulang yang sebelumnya diam "diaktifkan" oleh sinyal yang tidak diketahui, yang 
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menarik prekursor osteoklas dari sirkulasi ke kerangka di mana mereka berfusi 
dan membentuk sel berinti banyak. Preosteoklas berinti banyak menempel pada 
permukaan tulang, berdiferensiasi, dan mulai menyerap matriks tulang (fase 
resorpsi). Penyelesaian resorpsi dikaitkan dengan apoptosis osteoklas, diikuti oleh 
fase reversal di mana sel-sel tambahan termasuk preosteoblas bergerak ke 
permukaan tulang. Osteoblas mengatur pembentukan matriks tulang baru dan 
mengatur mineralisasinya. Kembalinya permukaan tulang ke keadaan diam 
melibatkan apoptosis osteoblas, penggabungannya ke dalam tulang sebagai 
osteosit, atau transformasinya menjadi sel lapisan permukaan tulang (Kearns, Ann 
E., Sundeep Khosla, 2008). 
Osteoklas berasal dari sel induk hematopoietik yang keluar dari sirkulasi dan 
mendekat pada tempat terjadinya remodelling tulang. Fusi sel hematopoietik 
mononuklear menjadi polikarion (osteoklas imatur) membutuhkan kehadiran 
Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF), Growth Factor (GF), dan 
Receptor Activator of Nuclear factor κB Ligand (RANKL), Tumor Necrosis Factor 
(TNF) yang diproduksi oleh osteoblas. Diferensiasi lebih lanjut dari osteoklas 
imatur terjadi di bawah pengaruh RANKL dan banyak gen lain, termasuk anggota 
keluarga Activator Protein-1 (AP-1) anggota dari c-fos, Microphthalmia-associated 
transcription factor (MITF), dan Nuclear Factor of Activated T Cells, Calcineurin 
Dependent-1 (NFAT-c1) (Monsef, 2020). 
Osteoblas menghasilkan RANKL dan Osteoprotegerin (OPG) di bawah 
kendali berbagai faktor pertumbuhan, hormon, dan sitokin. Sedangkan osteoklas 
dan prekursor preosteoklas menghasilkan RANK. OPG dapat bersaing dengan 
RANKL dalam proses pengikatannya dengan RANK. Ketika OPG di nonaktifkan, 
RANKL akan berikatan dengan reseptor RANK. Interaksi RANK-RANKL mengarah 
pada osteoklastogenesis diantaranya perekrutan preosteoklas, fusi menjadi 
osteoklas berinti banyak, aktivasi osteoklas, dan kelangsungan hidup osteoklas 
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(Gambar 2.2). Sebaliknya, jika RANKL di nonaktifkan maka OPG akan berikatan 
dengan RANK dan mengarah pada osteoblastogenesis (Kearns, Ann E., Sundeep 
Khosla, 2008). 
 
Gambar 2.2   Mekanisme aksi OPG, RANK, dan RANKL 
Keterangan : RANKL dan OPG diproduksi oleh osteoblas dan sel stroma sumsum tulang 
atas pengaruh faktor pertumbuhan, hormon dan sitokin. RANK diproduksi 
oleh osteoklas. Interaksi RANK-RANKL mengarah pada perekrutan 
preosteoklas, fusi menjadi osteoklas berinti banyak, aktivasi osteoklas, 
dan kelangsungan hidup osteoklas. Respons yang dimediasi oleh RANK  
dapat dihambat oleh OPG. (Kearns, Ann E., Sundeep Khosla, 2008) 
Sumbu pensinyalan RANKL/OPG bekerja melalui sel-sel stroma untuk 
mengontrol aktivitas osteoblas. Faktor-faktor yang menunjukkan efek kuat pada 
resorpsi (seperti  hormon paratiroid, prostaglandin, interleukin, vitamin D, dan 
kortikosteroid) memberi sinyal ke sel osteoblas/stroma, yang kemudian muncul 
untuk menerjemahkan pesan ke osteoklas melalui sumbu RANKL/OPG. Namun, 
hormon kalsitonin tidak menggunakan sumbu RANKL/OPG, melainkan bekerja 
secara langsung pada reseptor osteoklas. Osteoklas dewasa kemudian terlibat 
dalam resorpsi tulang melalui perlekatan perifer ke matriks tulang menggunakan 
integrin β3, yang menciptakan kompartemen mikro antara batas basal kerut 
osteoklas dan permukaan tulang. Ion hidrogen dipompa ke dalam kompartemen 
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oleh osteoklas untuk mencerna komponen mineral. Selanjutnya, protease 
dilepaskan untuk mendegradasi matriks organic (Monsef, 2020). 
2.3.3 Osteoklas 
Osteoklas merupakan sel multinuklear besar yang berasal dari garis 
keturunan monosit. Sel ini menempel pada tulang dengan integrin, dan 
pinggirannya yang berbentuk kerutan akan membentuk kompartemen tertutup di 
atas permukaan tulang. Sel ini mengeluarkan ion hidrogen dan enzim seperti 
cathepsin K dan Matriks Metaloprotease (MMP) ke dalam kompartemen tertutup. 
Pengasaman melarutkan mineral tulang dan enzim memecah matriks. Diferensiasi 
osteoklas, aktivasi dan apoptosis tergantung pada beberapa pengaruh lokal dan 
endokrin. Faktor kritis dalam diferensiasi osteoklas adalah M-CSF dan RANKL 
(Walsh, 2018).  
Selama ini, perawatan anti-resorptif yang digunakan untuk osteoporosis 
diantaranya bifosfonat, Hormon Replacement Terapy (HRT), Selective Estrogen 
Receptor Modulator (SERM), dan denosumab yang berfungsi menurunkan 
aktivitas osteoklas sehingga dapat memperlambat remodelling tulang. Bifosfonat 
bekerja dengan cara menempel pada permukaan tulang dan menghambat 
osteoklas selama resorpsi tulang. Bifosfonat juga melumpuhkan osteoklas 
sehingga menginduksi apoptosis (Black, Dennis M. and Clifford J. Rosen, 2016).  
Estrogen seringkali digunakan sebagai HRT. Baik dengan atau tanpa 
progesteron, estrogen memiliki efek langsung pada osteosit, osteoklas, dan 
osteoblast, yang mengarah pada penghambatan resorpsi tulang dan 
pemeliharaan pembentukan tulang. Dalam uji coba The Women's Health Initiative 
(WHI), terapi estrogen secara signifikan mengurangi kejadian patah tulang 
belakang dan tulang pinggul. Baik estrogen terkonjugasi dosis rendah maupun 
estradiol dosis sangat rendah, yang sering digunakan dalam jangka pendek untuk 
gejala pascamenopause, dapat meningkatkan BMD, namun efikasi antifrakturnya 
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belum ditetapkan. Kekhawatiran tentang risiko nonskeletal yang terkait dengan 
penggunaan estrogen (seperti, kanker payudara, koroner, serebrovaskular, dan 
trombotik) telah mengarah pada rekomendasi untuk tidak menggunakan estrogen 
sebagai terapi lini pertama pada osteoporosis (Black, Dennis M. and Clifford J. 
Rosen, 2016). 
Raloxifene merupakan salah satu SERM yang telah disetujui oleh Food and 
Drug Administration (FDA) untuk mengobati osteoporosis. Fungsi SERM antara 
lain menghambat resorpsi tulang, dapat meningkatkan BMD tulang belakang, dan 
menurunkan risiko patah tulang belakang sebesar 30% namun tidak berpengaruh 
pada patah tulang non vertebral dan atau pinggul. Penggunaan jangka panjang 
raloxifene menurunkan risiko kanker payudara tetapi bisa meningkatkan risiko 
kejadian tromboemboli. Saat ini kombinasi SERM seperti bazedoxifene, dengan 
estrogen telah disetujui oleh FDA untuk pengobatan gejala menopause dan 
pencegahan osteoporosis tetapi tidak untuk pengobatan osteoporosis. Sedangkan 
denosumab adalah antibodi monoklonal yang berfungsi melawan RANKL  (Walsh, 
2018).  
2.3.4 Osteoblas 
Osteoblas menghasilkan matriks tulang dan memfasilitasi mineralisasi. Sel 
ini berasal dari sel induk mesenkim, dan berbagi garis keturunan yang sama 
dengan kondrosit, mioblas, fibroblas, dan adiposit. Osteoblas pasif terlihat sebagai 
sel pelapis di sepanjang permukaan tulang dan osteoblas aktif terlihat sebagai 
lapisan tunggal sel kuboid pada permukaan osteoid yang baru terbentuk (Gambar 
2.3). Osteoblas aktif memiliki kompleks Golgi yang berkembang dengan baik dan 
nukleus eukromatik. Selain itu, osteoblas menghasilkan butiran sekretori 
sitoplasma, yang terdiri dari ALP dan pyrophosphatase. Osteoblas berhubungan 
satu sama lain dan osteosit melalui gap junction. Koneksi ini bertanggung jawab 
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untuk pengaturan respons metabolik melalui rangsangan kimia dan fisik (Bilgiç et 
al., 2020). 
 
Gambar 2.3   Histologi Osteoblas 
Keterangan : Osteoblas pasif (A) terlihat sebagai sel pelapis di sepanjang permukaan 
tulang dan osteoblas aktif (B) terlihat sebagai lapisan tunggal sel kuboid 
pada permukaan osteoid yang baru terbentuk. 
Diferensiasi osteoblas bergantung pada Runx2 dan Bone Morphogenic 
Proteins (BMP). Keduanya penting dalam regulasi osteoblastogenesis dan 
stimulasi pembentukan matriks tulang. Namun, dalam beberapa tahun terakhir 
pensinyalan Wnt telah diakui sebagai pengatur fundamental dari fungsi osteoblas. 
Wnt adalah koreseptor dengan LRP-5, dan pensinyalan Wnt di transduksi melalui 
katenin b untuk menginduksi ekspresi gen dan membantu pembentukan tulang. 
Agen anabolik tulang baru untuk osteoporosis yang menargetkan pensinyalan Wnt 
sedang dalam pengembangan, seperti penghambat sclerostin (Walsh, 2018). 
2.3.5 Osteosit  
Osteosit adalah sel paling banyak di tulang, lebih dari 90% sel tulang adalah 
osteosit. Osteosit berkembang dari osteoblas yang telah menyelesaikan perannya 
dalam pembentukan tulang. Osteosit tertanam dalam lakuna di dalam matriks 





yang memungkinkan mereka bertindak sebagai papan pengalih untuk komunikasi 
antar sel (Walsh, 2018). 
Osteosit memainkan peran penting dalam respons tulang terhadap 
kerusakan mikro dan rangsangan mekanis, dan mengatur metabolisme fosfat 
melalui sekresi FGF-23. Ketika kerusakan mikro berkembang dalam tulang, 
osteosit lokal mengalami apoptosis, dan memberi sinyal kepada osteoklas untuk 
memulai siklus remodeling dan memulai resorpsi tulang. Dengan tidak adanya 
osteosit yang layak, aktivitas osteoklas sangat meningkat, menunjukkan bahwa 
osteosit dapat mengerahkan aksi penghambatan tonik pada resorpsi. Telah 
diusulkan bahwa osteosit adalah sensor pemuatan dan rangsangan mekanis saat 
regangan diaplikasikan pada tulang, pergeseran cairan di kanalikuli merusak 
bentuk membran sel dendrit osteosit, dan memulai pensinyalan intraseluler 
(Walsh, 2018). 
Salah satu faktor penting yang diproduksi oleh osteosit adalah sklerostin 
(SOST). SOST diproduksi oleh osteosit sebagai respons terhadap penurunan dan 
perubahan hormon seperti defisiensi estrogen. SOST dapat menghambat 
diferensiasi osteoblas dan pembentukan tulang melalui penghambatan 
pensinyalan Wnt (Gambar 2.4). Gen tersebut diidentifikasi dengan melihat 
hilangnya fungsi genetik yang mengakibatkan pembentukan tulang yang 
berlebihan (seperti pada penyakit van Buchem dan sklerosteosis). Pengurangan 
pembentukan SOST oleh osteosit dapat meningkatkan pembentukan tulang. 
Maka, penghambatan SOST adalah target terapi untuk osteoporosis dan antibodi 




Gambar 2.4   Sklerostin dalam regulasi pembentukan tulang 
Keterangan : Sklerostin (SOST) diproduksi oleh osteosit sebagai respons terhadap 
penurunan dan perubahan hormon seperti defisiensi estrogen. SOST 
dapat menghambat diferensiasi osteoblas dan pembentukan tulang 
melalui penghambatan pensinyalan Wnt  (Walsh, 2018). 
2.3.6 RANKL 
RANKL adalah anggota baru dari keluarga ligan TNF. RANKL memiliki tiga 
bentuk (Gambar 2.5), dua di antaranya (RANKL1 dan RANKL2) memiliki domain 
transmembran yang memposisikan carboxy-terminus aktif secara biologis ke 
domain ekstraseluler. Kedua varian ini dapat tetap pada permukaan sel atau dapat 
secara proteolitik dibelah menjadi bentuk-bentuk larut yang memiliki aktivitas yang 
merangsang osteoklas dalam domain homologi-TNF mereka. RANKL diproduksi 
oleh banyak tipe sel termasuk sel-sel dari garis keturunan osteoblas dan sel T yang 
teraktivasi. Sel T mengekspresikan bentuk RANKL yang larut dan terikat 
membran. Kedua bentuk tersebut terlibat dalam erosi tulang fokal yang terkait 
dengan inflammatory arthritis. Sedangkan sel-sel dari garis keturunan osteoblas 
dapat mengekspresikan RANKL pada permukaannya dengan cara memfasilitasi 
osteoklastogenesis in vitro melalui kontak sel-ke-sel dengan prekursor osteoklas. 
RANKL sering ditemukan terikat membran pada osteoblas (Kearns, Ann E., 




Gambar 2.5   Struktur protein RANKL. 
Keterangan : Tiga isoform RANKL masing-masing memiliki domain C-terminal TNF-
homology serupa yang diperlukan untuk aktivasi RANK. Isoform RANKL1 
dan RANKL2 memiliki domain transmembran (TM) dan “stalk region” yang 
berisi situs proteolitik yang memungkinkan pembelahan RANKL dari 
permukaan sel. RANKL3 berisi potongan “stalk region” yang memiliki situs 
pembelahan proteolitik, namun fungsinya kurang jelas karena isoform ini 
tidak memiliki domain transmembran. Oleh karena itu, isoform RANKL3 
disekresikan tanpa adanya proteolisis. (Kearns, Ann E., Sundeep Khosla, 
2008) 
RANKL terlarut dapat diukur dalam sirkulasi. Dalam beberapa penelitian 
disebutkan bahwa RANKL serum meningkat seiring dengan stimulasi resorpsi 
tulang. RANKL rekombinan terlarut juga mampu menyebabkan katabolisme tulang 
yang parah pada tikus. Hasil ini menunjukkan bahwa RANKL terlarut memiliki 
potensi untuk menjadi mediator fisiologis dan patologis penting dari resorpsi tulang 
(Kearns, Ann E., Sundeep Khosla, 2008).  
2.4 Radikal bebas dan Stres Oksidatif 
2.4.1 Proses terbentuknya ROS 
Reactive Oxygen Species (ROS) adalah atom atau molekul kecil yang 
memiliki elektron kulit valensi yang tidak berpasangan. ROS dapat dengan mudah 
menerima elektron lain atau mentransfer elektron tidak berpasangan mereka ke 
molekul lain. ROS adalah produk sampingan normal dari metabolisme sel 
(Gambar 2.6). Namun, perubahan dalam jumlah dan sifat ROS yang dilepaskan 
terjadi di berbagai keadaan penyakit. Reaktivitas sangat bervariasi dari satu ROS 
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ke yang berikutnya. Di antara ROS yang diproduksi oleh sel hidup, O2o- adalah 
senyawa proinflamasi yang merusak sel dan matriks ekstraseluler. Misalnya pada 
sel endotel, O2o- dapat meningkatkan permeabilitas mikrovaskular dan 
mempromotori migrasi neutrofil menuju pusat  inflamasi. O2- dapat diubah menjadi 
ROS lain yang lebih agresif seperti radikal hidroksil (HO0), yang dihasilkan ketika 
O2o- berinteraksi dengan ion besi atau tembaga bebas. Ion-ion ini biasanya hadir 
dalam jumlah kecil pada individu yang sehat, karena mereka diasingkan oleh 
protein khusus seperti feritin, sehingga hampir tidak ada HO0 yang diproduksi. 
Selain itu, O2o- dapat bergabung dengan NO untuk menghasilkan peroksinitrit 
(ONOO-), dengan demikian dapat mengubah bioavailabilitas NO.  
 
Gambar 2.6   Pathway untuk produksi dan pemusnahan ROS 
Keterangan : ROS dapat dengan mudah menerima elektron lain atau mentransfer 
elektron tak berpasangan mereka ke molekul lain. GSH, glutathione; 
GSSG, oxidized glutathione; GSR, glutathione reductase; XO, xanthine 
oxidase. (Afonso et al., 2007) 
Hidrogen peroksida (H2O2) dapat berdifusi di dalam sitoplasma dan cross 
cell membrane. Beberapa ROS bertindak sebagai mediator yang mengatur fungsi 
sel seperti proliferasi dan apoptosis, dengan mempengaruhi jalur pensinyalan 
intraseluler melalui ekspresi gen. ROS lain, termasuk radikal peroksil (ROO0) dan 
radikal hidroksil (HO0) bersifat sangat agresif. Molekul ini dapat memecah DNA, 
struktur lipid, dan komponen matriks sehingga menyebabkan perubahan oksidatif 
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pada protein yang menghasilkan fragmentasi kimiawi atau peningkatan 
kerentanan terhadap protease. Konsentrasi ROS diatur oleh keseimbangan antara 
produksi ROS dan eliminasi oleh antioksidan. Keseimbangan yang tepat sangat 
penting untuk fungsi sel dan jaringan normal (Afonso et al., 2007).  
2.4.2 Mekanisme Stres Oksidatif dan peroksidasi lipid 
Bukti terbaru menunjukkan implikasi ROS dalam pengeroposan tulang 
akibat defisiensi estrogen. Dalam beberapa penelitian, H2O2 telah dinyatakan 
sebagai spesies oksigen reaktif yang dapat digunakan untuk penanda kehilangan 
tulang akibat defisiensi estrogen. H2O2 memiliki karakteristik yang cocok untuk 
bertindak sebagai sinyal intraseluler maupun interseluler karena memiliki waktu 
paruh yang relatif lama. H2O2 juga dinyatakan dapat menurunkan pertahanan 
antioksidan tiol seperti GPX dalam sel tulang sehingga berujung pada peningkatan 
kadar H2O2. Selanjutnya, peningkatan H2O2 atau penurunan antioksidan tiol karena 
ovariektomi merekrut TNFα untuk menginduksi keropos tulang. Selain itu, 
hidrogen peroksida dapat menambah fungsi dan diferensiasi osteoklastik karena 
telah diketahui bahwa osteoklas menghasilkan sejumlah ROS selama proses 
resorpsi tulang Penemuan terkini tentang peningkatan hidrogen peroksida dan 
peroksidasi lipid pada femur tikus yang diovariektomi menegaskan kembali bahwa 
defisiensi estrogen dapat mengaktifkan ROS untuk menginduksi keropos tulang. 
(Muthusami et al., 2005).  
2.4.3 MDA 
ROS diproduksi secara teratur dari respirasi sel di mitokondria, proses 
fagositosis dan hidroksilasi obat di hati. Selain itu, pencemaran lingkungan dan 
pencemaran radiasi yang terpapar dalam tubuh berperan sebagai sumber 
eksternal ROS. ROS yang berlebihan dapat merusak komponen seluler secara 
permanen dan menyebabkan kematian sel melalui jalur apoptosis intrinsik di 
mitokondria dan memicu kerusakan DNA mitokondria (Hardiany et al., 2020). 
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Peningkatan apoptosis dikaitkan dengan perombakan sel dan pemendekan 
telomer di ujung DNA yang membatasi jumlah mitosis sel. Peningkatan jumlah 
telomer yang hilang akibat ketidakseimbangan produksi ROS merupakan salah 
satu faktor dalam proses penuaan. ROS sangat reaktif dan merusak berbagai 
biomolekul di sekitarnya seperti protein, Deoxyribose Nucleic Acid (DNA) dan lipid 
terutama Polyunsaturated Fatty Acid (PUFAs) (Hardiany et al., 2020). 
Oksidasi PUFA membentuk Malondialdehyde (MDA), 4-hydroxy-2-nonenal 
(HNE) dan produk lain seperti F2-isoprostanes. MDA, HNE dan F2-isoprostanes 
merupakan biomarker stres oksidatif yang banyak digunakan untuk mendeteksi 
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid adalah rantai reaksi yang dimediasi radikal 
bebas yang ketika dimulai akan menghasilkan kerusakan oksidatif dari lipid tak 
jenuh ganda. Sasaran paling umum adalah komponen membran biologis. Ketika 
disebarkan dalam membran biologis, reaksi ini dapat dimulai atau ditingkatkan 
dengan sejumlah produk yang bersifat toksik, seperti endoperoksida dan aldehida 
(Grotto et al., 2009). 
MDA adalah aldehida tiga karbon dengan berat molekul rendah yang dapat 
diproduksi melalui mekanisme yang berbeda. MDA termasuk senyawa yang 
reaktif, mudah menembus ke dalam jaringan dan mampu membentuk ikatan 
kovalen dengan protein dan asam nukleat sehingga dapat dilakukan modifikasi 
struktur dan fungsinya. Proses tersebut menyebabkan hilangnya integritas 
membran sel yang selanjutnya dapat mengakibatkan terganggunya fungsi sel, 
kerusakan dan kematian sel sehingga menyebabkan disfungsi organ individu 
(Hardiany et al., 2020). 
Rute pembentukan MDA dijelaskan pada Gambar 2.7. Sasaran spesies 
reaktif adalah ikatan rangkap karbon-karbon dari asam lemak tak jenuh ganda (I). 
Ikatan rangkap ini akan melemahkan ikatan karbon hydrogen sehingga 
memungkinkan terjadinya abstraksi yang mudah dari hidrogen oleh radikal bebas. 
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Kemudian, radikal bebas dapat mengabstraksi atom hidrogen dan radikal bebas 
lipid terbentuk (II), yang mengalami oksidasi dan menghasilkan radikal peroksil 
(III). Radikal peroksil dapat bereaksi dengan asam lemak tak jenuh ganda lainnya, 
mengabstraksi elektron dan menghasilkan hidroperoksida lipid (IV) dan radikal 
bebas lipid lainnya. Proses ini dapat diperbanyak secara terus menerus dalam 
reaksi berantai. Hidroperoksida lipid tidak stabil dan fragmentasi menghasilkan 
produk seperti malondialdehida (V) dan 4-hidroksi-2-nonenal (Grotto et al., 2009). 
 
Gambar 2.7 Skema pembentukan MDA dari Polyunsaturated Fatty Acids 
(PUFA) atau asam lemak tak jenuh ganda 
Radikal bebas oksigen menyebabkan kerusakan sel tidak hanya dengan 
peroksidasi asam lemak tak jenuh ganda dalam biofilm, tetapi juga oleh produk 
dekomposisi lipid hidroperoksida. Deteksi kandungan MDA dapat mencerminkan 
tingkat peroksidasi lipid dalam sel dan mencerminkan tingkat kerusakan sel secara 
tidak langsung. Sampai saat ini penelitian tentang MDA dan kadar katalase (enzim 
antioksidan) pada penduduk lanjut usia khususnya di Indonesia masih terbatas. 
Pada penelitian Hardiany et al (2020) disebutkan bahwa kadar MDA pada 41 
subjek lansia usia 60-90 tahun di Unit Rehabilitasi Sosial Pucang Gading 





Estrogen adalah pengatur hormonal utama metabolisme tulang pada wanita 
dan pria. Oleh karena itu, penelitian mengenai jalur yang digunakan estrogen 
untuk memberikan efek perlindungannya pada tulang sangat diminati. Meskipun 
konsekuensi utama dari hilangnya estrogen adalah peningkatan resorpsi tulang, 
defisiensi estrogen dikaitkan dengan kesenjangan antara resorpsi dan 
pembentukan tulang, yang menunjukkan bahwa estrogen juga penting untuk 
mempertahankan pembentukan tulang pada tingkat seluler. Efek estrogen 
langsung pada osteosit, osteoklas, dan osteoblas masing-masing menyebabkan 
penghambatan remodeling tulang, penurunan resorpsi tulang, dan pemeliharaan 
pembentukan tulang. Estrogen juga memodulasi osteoblas/osteosit dan regulasi 
sel T osteoklas. Efek pleiotropik estrogen ini dapat mengarah pada pendekatan 
baru untuk mencegah dan mengobati osteoporosis (Khosla et al., 2012). 
Efek estrogen pada sel-sel kunci yang terlibat dalam metabolisme tulang 
yaitu osteosit, osteoblas, osteoklas, dan sel T (Gambar 2.8). Estrogen 
menghambat aktivasi remodeling tulang yang dimediasi melalui osteosit. Estrogen 
juga menghambat resorpsi tulang dengan aksi langsung pada osteoklas. Disisi 
lain, modulasi estrogen dari osteoblast/osteosit dan regulasi sel-T dari 
pembentukan dan aktivitas osteoklas juga penting. Kekurangan estrogen dikaitkan 
dengan celah antara resorpsi tulang dan pembentukan tulang. Efek estrogen pada 
penurunan apoptosis osteoblas, stres oksidatif, dan aktivitas NF-kB osteoblas 
merupakan mediator kunci dari kemampuan estrogen untuk mempertahankan 
pembentukan tulang. Mekanisme efek osteoprotektif dari estrogen dapat 
digunakan sebagai jalur untuk pencegahan dan pengobatan osteoporosis (Khosla 




Gambar 2.8 Regulasi estrogen dalam metabolisme tulang.  
Keterangan : Regulasi estrogen dari remodelling tulang melalui efek pada osteosit, 
osteoblas, osteoklas, dan sel T. Efek utama estrogen adalah menghambat 
remodelling tulang melalui osteosit. Estrogen menghambat resorpsi tulang, 
terutama dengan efek langsung pada osteoklas, meskipun efek estrogen 
pada osteoblas/osteosit dan regulasi sel-T dari osteoklas mungkin juga 
berperan. Efek estrogen juga menurunkan apoptosis osteoblas, stres 
oksidatif, aktivitas osteoblas NF-kB, dan mungkin mekanisme lain yang 
belum ditentukan. Panah biru menunjukkan efek langsung dari estrogen; 
panah merah menunjukkan aktivasi osteoklas oleh osteosit, osteoblas, dan 
sel-T yang diblokir oleh estrogen (Khosla et al., 2012). 
2.6 Kacang Tunggak (Vigna unguiculata) 
2.6.1 Taksonomi 
Kacang tunggak (Vigna unguiculata) merupakan salah satu anggota dari 
genus Vigna dan termasuk ke dalam kelompok yang disebut catjang dan dikenal 
dengan nama umum cowpea. Di Indonesia, Vigna unguiculata dikenal dengan 
nama kacang tunggak atau kacang tolo. Tanaman ini termasuk salah satu anggota 
family leguminosae dengan sistematika sebagai berikut : (Trustinah, 1998) 
Kingdom : Plantae 
Divisio  : Spermatophyta 
Subdivisio : Angiospermae 
Class  : Dycotyledoneae 
Ordo  : Polypetalae 
Famili  : Leguminosae 
Subfamili  : Papilionaceae 
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Genus   : Vigna 
Spesies   : V. unguiculata 
Varietas  : KT-1, KT-2, KT-3, KT-4, dsb. 
2.6.2 Morfologi 
Buah (polong) kacang tunggak saat masih muda berwarna hijau muda atau 
hijau kelam (Gambar 2.9). Setelah tua, polong tersebut berwarna krem, coklat, 
atau hitam, berukuran 8-10 x 0,8-1 cm dan berisi 8 hingga 20 biji. Selain itu, polong 
kacang tunggak juga dapat dibedakan berdasarkan kekerasannya, yakni polong 
keras seperti pada kacang hijau dan polong yang tidak keras seperti pada polong 
kacang panjang. Sudut antar polong juga bervariasi ada yang sempit hingga lebar. 
Karakteristik polong yang demikian berhubungan dengan ketahanan tanaman 
terhadap hama, terutama tanaman-tanaman dengan polong yang keras dan sudut 
antar polong yang lebar lebih tahan terhadap hama penggerek polong (Maruca). 
Letak polong kacang tunggak bervariasi, ada yang tangkai polongnya tidak 
panjang sehingga polong-polong yang terbentuk terletak di dalam tanaman dan 
ada pula yang tangkai polongnya panjang sehingga polong terlihat di atas tanaman 
dengan posisi polong yang berdiri/menghadap ke atas ataupun menghadap ke 
bawah. Adapun biji kacang tunggak juga bervariasi dalam ukuran, bentuk, dan 
warna (krem, coklat, hitam, belang, dan merah) dengan berat 100 biji antara 10 
hingga 25 g. berwarna hitam. Biji berbentuk reniform, panjang 5–6 mm, lebar 3–4 
mm dan tebal 2–3 mm, dikompres dengan testa berwarna coklat keras atau 
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mengkilat dan memiliki hilum berwarna putih yang dikelilingi oleh cincin (Trustinah, 
1998; Zaheer et al., 2020). 
 
Gambar 2.9 Biji dan polong kacang tunggak 
2.6.3 Komposisi kacang tunggak  
Kacang tunggak (V.unguiculata) adalah salah satu sumber serat makanan 
dan pati resisten yang potensial karena memiliki kandungan karbohidrat yang 
cukup tinggi yaitu 504 hingga 658 g/kg. Selain itu, kacang tunggak juga 
mengandung protein sebesar 203 hingga 394 g/kg. Sebagian besar protein kacang 
tunggak terdiri dari glutamic acid (glutamate), aspartic acid (aspartate), leucine, 
arginine, phenylalanine, lysine, tyrosine. Peptida bioaktif dengan aktivitas 
antioksidan berhasil diperoleh dari proteolisis enzimatik protein kacang tunggak, 
menunjukkan bahwa kacang tunggak dapat digunakan sebagai bahan pangan 
fungsional. Makronutrien lain yang dimiliki kacang tunggak yaitu lemak. Namun, 
kandungan lemak dalam kacang tunggak cukup rendah jika dibandingkan dengan 
kacang-kacangan lainnya (seperti buncis, kacang polong, kacang hijau) yaitu 31 
hingga 304 g/kg. Dengan demikian kacang tunggak dapat diaplikasikan untuk diet 
pembatasan berat badan (Gonçalves et al., 2016). 
Selain sumber makronutrien, kacang tunggak juga mengandung 
mikronutrien seperti vitamin dan mineral. Beberapa vitamin dalam kacang tunggak 
antara lain vitamin B kompleks, vitamin C, vitamin A dan vitamin E. Adapun mineral 
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yang terkandung dalam kacang tunggak yaitu kalsium, zat besi, magnesium, 
potassium, fosfor, dan zinc (Tabel 2.2). Komposisi vitamin yang terkandung dalam 
kacang tunggak dapat berkontribusi sebagai antioksidan, sedangkan komposisi 
mineral menekankan bahwa kacang tunggak dapat digunakan dalam memenuhi 
asupan mineral harian yang direkomendasikan (Gonçalves et al., 2016; Hall et al., 
2017). 
Tabel 2.2 Komposisi Mineral Kacang Tunggak 
 
Keterangan : Komposisi berbagai macam mineral yang terkandung dalam kacang tunggak 
         per 100 gram. 
 
Kacang tunggak merupakan salah satu tumbuhan yang mengandung 
fitoestrogen. Fitoestrogen memiliki beberapa jenis, namun yang sering ditemukan 
dalam makanan yaitu isoflavon. Sedangkan isoflavon utama adalah genistein dan 
sumber makanannya berasal dari kacang-kacangan. Porsi kecil kacang-kacangan 
dan produknya dalam makanan kita akan memberikan kontribusi yang signifikan 
terhadap asupan genistein. Beberapa makanan hanya mengandung sedikit 
genistein. Namun jika konsumsi dilakukan secara teratur dan genistein didapatkan 
dari berbagai sumber, maka hal ini akan membentuk dosis kumulatif yang dapat 
berkontribusi pada efek jangka panjang (Kim and Park, 2012). 
Genistein adalah sifat flavonoid alami yang dimiliki oleh tumbuhan 
Leguminoseae. Kandungan genistein total dari beberapa tumbuhan 
Leguminoseae, seperti kacang kedelai, kacang polong, kacang hijau, kacang 
tunggak dan lainnya, berada pada kisaran 0,60 hingga 8,65 mg per 100 g. 
Sedangkan kandungan genistein dalam kacang tunggak yaitu sebesar 3,02 hingga 
Komposisi mineral mg/100 g 
Kalsium 71-155 







3,82 mg per 100 g. Genistein dalam kacang tunggak memiliki aktivitas estrogenik 
yang baik. Hal ini dapat dimanfaatkan untuk mengatasi gejala pascamenopause 
yang sebagian besar terjadi karena kondisi hipoestrogen, salah satunya 
osteoporosis. Penelitian Qi (2018) menyatakan bahwa berdasarkan hasil analisis 
histomorfometri, suplementasi genistein dapat memulihkan volume tulang dan 
ketebalan tulang trabekuler femoralis pada kelompok ovariektomi (Qi, 2018; 
Deorukhkar and Ananthanarayan, 2019).  
Biji kacang tunggak memiliki berbagai macam fungsi. Menurut Zaheer et al 
(2020), ekstrak biji kacang tunggak yang diberikan pelarut etanol memiliki fungsi 
sebagai anti helmentik/cacing, anti aterosklerotik, aktivitas antisickling, dan 
hipolipidemik. Sedangkan ekstrak biji kacang tunggak yang diberikan pelarut 
metanol memiliki fungsi sebagai antioksidan, antibakteri, antidiabetes, dan 
trombolitik.  
2.6.4 Fitoestrogen 
Fitoestrogen adalah senyawa turunan tumbuhan yang mirip estrogen. 
Fitoestrogen terdapat dua jenis yaitu flavonoid dan non flavonoid. Flavonoid 
terbagi menjadi isoflavon, coumestans dan prenyl flavonoids. Sedangkan 
flavonoid yang sering ditemukan dalam makanan yaitu isoflavone (Gambar 2.10). 
Salah satu golongan isoflavon dengan jumlah konjugat terbanyak adalah 





Gambar 2.10 Klasifikasi Fitoestrogen 
Genistein memiliki struktur kimia yang mirip dengan estrogen yaitu pada 
basis cincin fenoliknya (Gambar 2.11). Kehadiran cincin fenolik dalam genistein 
memungkinkan senyawa ini dapat berikatan dengan Sex Hormone Binding Protein 
(SHBP) dan Estrogen Receptor (ER). Dengan demikian, genistein memiliki 
aktivitas estrogenik yang kuat sehingga dapat dimanfaatkan dalam pencegahan 
beberapa penyakit seperti kanker (usus, payudara, prostat), penyakit 
kardiovaskular, gangguan fungsi otak, osteoporosis, hiperlipidemia, dan gejala 
pascamenopause (Sureda et al., 2017). 
Genistein memberikan efek estrogenik pada sejumlah organ target yang 
memiliki ERα dan atau ERβ. Meskipun afinitas pengikatan dengan ERα dan ERβ 
dari genistein jauh lebih rendah dibandingkan dengan 17β-estradiol, mereka dapat 
bersaing dengan 17β-estradiol untuk mengikat ERα dan ERβ. Afinitas pengikatan 
genistein untuk ERβ adalah 87%, sedangkan untuk ERα adalah 4% (Kim and Park, 
2012).  
 
Gambar 2.11 Struktur Kimia Genistein dan Estradiol 
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Sebagai fitoestrogen, genistein dapat berikatan dengan ER yang nantinya 
akan berpengaruh dalam proses diferensiasi osteoblast. Diferensiasi ini 
menunjukkan adanya ekspresi intraseluler reseptor hormonal dan kemampuannya 
untuk mensintesis protein tulang tertentu yang akan dilepaskan ke ruang 
ekstraseluler sehingga menghasilkan matriks tulang dan mineralisasi selanjutnya. 
Tingkat ekspresi ERα bervariasi dari waktu ke waktu, meningkat selama 
pematangan matriks dan menurun pada tahap pematangan osteoblast. Dengan 
demikian, subtipe ERα dapat menjadi penanda yang baik untuk mendeteksi 
adanya diferensiasi osteoblast. Hal ini sesuai dengan studi in vitro Cepeda, et al 
(2020) yang membuktikan adanya peningkatan mRNA ERα pada hari ketiga dan 
kelima setelah inkubasi dengan genistein (Cepeda et al., 2020).  
Genistein berkontribusi pada pemeliharaan homeostasis tulang. Genistein 
menstimulasi peristiwa seluler yang terlibat dalam osteoblastogenesis seperti 
migrasi sel, ekspresi osteocalcin, aktivitas ALP, dan deposisi kolagen 
ekstraseluler. Pada level molekuler, mekanisme aksi yang ditampilkan oleh 
genistein mencakup peningkatan regulasi ekspresi gen Runt-related transcription 
factor 2 (Runx2) dan ERα, partisipasi jalur ER dan NOS, serta kontribusi jalur 
transduksi sinyal extracellular signal-regulated kinase (ERK) dan PI3K (Cepeda et 
al., 2020). 
2.6.5 Mechanism of Action Fitoestrogen 
Fitoestrogen dalam makanan tersedia dalam bentuk konjugat glikosida yang 
tidak aktif, yaitu terikat pada molekul glikida. Setelah dikonsumsi, sebagian 
molekul glikida dihidrolisis oleh beta glukosidase dari usus kecil sehingga 
membentuk aglikon (metabolit primer). Proses ini menyebabkan polaritas aglikon 
berkurang sehingga aglikon menjadi larut lemak dan dapat diserap oleh mukosa 
usus. Selain itu, flora usus juga mampu mengubah aglikon menjadi metabolit 
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sekunder yang lebih mirip dengan estrogen. Hal ini membuat fitoestrogen memilliki 
afinitas yang tinggi untuk ER (Viggiani et al., 2019). 
Setelah diserap oleh mukosa usus, baik aglikon primer dan sekunder 
dikonjugasikan terutama dengan asam glukuronat dan sebagian dengan sulfat 
melalui aksi UDP-glukuroniltransferase dan sulfotransferase yang beroperasi pada 
tingkat epitel usus dan hati. Produk terkonjugasi ini bebas bersirkulasi dalam aliran 
darah dan menggunakan aktivitas biologisnya sampai dikeluarkan dalam urin dan 
empedu sebagai glukuronida terkonjugasi. Ketika diekskresikan dalam empedu, 
mereka dapat diserap kembali oleh usus dan memasuki sirkulasi enterohepatik 
atau diekskresikan dalam feses sebagai bentuk tak terkonjugasi dan produk akhir 
bakteri. Sebagai konsekuensi dari sirkulasi enterohepatik, waktu paruh 
isoflavonoid dalam plasma (terutama genistein) setelah pemberian oral menjadi 
meningkat hingga 5 jam. Sedangkan dengan pemberian iv, waktu paruh 
isoflavonoid dalam plasma hanya kurang dari 1 jam (Chen et al., 2005; Viggiani et 
al., 2019). 
Proses daur ulang enterik dan enterohepatik penting untuk efek biologis 
isoflavonoid seperti genistein. Proses ini membuat molekul tetap in vivo dalam 
jangka waktu yang lebih lama. Kehadiran dalam sirkulasi sistemik yang 
berkepanjangan memungkinkan genistein mampu menampilkan efek antioksidan 
jangka panjang secara in vivo dan memberikan kesempatan untuk mengubahnya 
menjadi aglikon yang lebih aktif pada jaringan target melalui aksi hidrolase 
terkonjugasi, yaitu sulfatase dan glucuronidase. Namun demikian, proses 
absorpsi, konsentrasi plasma, dan ekskresi fitoestrogen melalui urin tergantung 
pada dosis yang diberikan dan bioavailabilitas relatif yang dipengaruhi oleh jenis 
kelamin, transit usus waktu, dan flora usus (Chen et al., 2005; Viggiani et al., 2019). 
Parameter utama farmakokinetik dari genistein mencakup beberapa poin 
meliputi absorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi. Pada tahap absorbsi, 
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Feng, et al (2018) menyatakan bahwa genistein yang diberikan secara oral dapat 
diserap dengan cepat pada tikus. Hal ini dibuktikan dengan waktu yang dibutuhkan 
genistein untuk mencapai konsentrasi puncak dalam plasma yaitu selama 10 
menit. Ketika dosis oral meningkat dari 6,25 menjadi 50 mg/kg, konsentrasi puncak 
(Cmax) dan Area Under Curve (AUC) juga  meningkat (tabel 2.3). Namun hal ini 
berbanding terbalik dengan bioavailabilitas, semakin tinggi dosis yang diberikan 
maka bioavailabilitas semakin rendah. Tahap distribusi diketahui setelah 12,5 
mg/kg genistein diberikan secara oral, senyawa ini didistribusikan dengan cepat 
ke seluruh tubuh tikus. Dalam jaringan, genistein mencapai konsentrasi puncaknya 
dalam 80 menit sehingga kadar genistein yang didistribusikan di lambung, usus, 
hati, dan ginjal meningkat (Feng et al., 2018). 
Pada tahap metabolisme, Feng et al (2018) menjelaskan bahwa genistein 
termasuk dalam keluarga senyawa polifenol, sehingga senyawa ini akan dengan 
mudah dimetabolisme menjadi genistein glukuronidasi. Setelah genistein 
diberikan secara oral atau intravena, genistein dengan cepat terkonjugasi dan 
sejumlah besar genistein glukuronidasi ditemukan dalam plasma. Ketika dosis 
ditingkatkan dari 6,25 menjadi 50 mg/kg, konsentrasi puncak genistein 
glukuronidasi juga meningkat (Feng et al., 2018).  
Ekskresi genistein dapat terjadi melalui dua jalur yaitu empedu dan urine. 
Setelah pemberian genistein secara oral, genistein glukuronidasi tingkat tinggi 
ditemukan dalam empedu, kemudian genistein bebas diekskresikan secara 
perlahan di dalam empedu. Hal ini menunjukkan bahwa dalam empedu tikus, 
genistein diekskresikan terutama dalam bentuk genistein glukuronidasi. Genistein 
dan genistein glukuronidasi diekskresikan tergantung dengan dosis nonlinear. 
Sedangkan pade urine, pola ekskresi genistein dan metabolitnya hampir sama 
dengan ekskresi di empedu. Genistein diekskresikan terutama dalam bentuk 
glukuronidasi genistein dalam urin tikus. Namun jika dibandingkan dengan 
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ekskresi di empedu, genistein dan genistein glukuronidasi lebih banyak 
diekskresikan dalam urine (Feng et al., 2018). 
Tabel 2.3   Parameter utama farmakokinetik genistein pada tikus dengan 
pemberian oral dan intravena menggunakan berbagai dosis 
Parameter 




6,25 mg/kg 12,5 mg/kg 50 mg/kg 12,5 mg/kg 
Cmax1 (ng/mL) 106   258 748 NA 
Cmax2 (ng/mL) 60   102 317 NA 
t½ (menit) 191,2  508,8 502,0 620 
AUC(0-t) (mg menit/L) 23,5  80,9 177,9 234,0 
AUC(0-∞) (mg menit/L) 27,1  82,8 183,8 247,3 
Bioavailabilitas (%) 21,9  33,5 19,0 NA 
Cmax1/dose 17,0   20,6 15,0* NA 
AUC(0-t)/dose 3,8  6,5 3,6 18,7 
Keterangan :  t½, waktu paruh; Cmax, konsentrasi puncak; AUC, Area Under Curve; NA, Not 
Applicable (tidak dapat diterapkan)*, p < 0,05, vs 12,5 mg/kg. 
 
2.7 Tikus Putih (Rattus norvegicus) 
2.7.1 Taksonomi  
Tikus (Rattus) adalah binatang percobaan yang umum dipakai dalam 
penelitian ilmiah. Hewan ini sudah diketahui sifatnya dan mudah dipelihara, serta 
relatif cocok untuk berbagai penelitian. Tikus berukuran lebih besar dan lebih 
cerdas daripada mencit. Tikus yang sering digunakan adalah tikus putih karena 
bersifat lebih tenang sehingga mudah dikerjakan beberapa intervensi, tidak terlalu 
takut terhadap cahaya, serta tidak begitu cenderung berkumpul sesama jenis. 
Aktivitasnya tidak begitu terganggu oleh kehadiran manusia di sekitarnya. Berikut 
uraian klasifikasi sistem orde tikus (Rejeki PS, Putri EAC, 2012).  
Kingdom  : Animalia  
Filum  : Chordate  
Kelas  : Mamalia  
Ordo  : Rodentia 
Famili  : Murinane  
Genus  : Rattus  
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Spesies : Rattus norvegicus 
Tikus memiliki kesamaan dengan manusia dalam sistem reproduksi, sistem 
saraf, penyakit, dan kecemasannya. Hal ini terjadi karena adanya kesamaan 
organisasi DNA dan ekspresi gen di mana 98% gen manusia memiliki gen 
sebanding dengan gen tikus. Sedangkan konversi usia tikus dengan manusia 
dapat dihitung dengan memperhatikan rata-rata usia hidup tikus dan manusia. 
Tikus laboratorium dapat hidup hingga sekitar 2-3,5 tahun (rata-rata 3 tahun), 
sedangkan harapan hidup manusia di seluruh dunia adalah 80 tahun, dengan 
variasi sesuai dengan kondisi sosial ekonomi di negara mereka. Oleh karena itu, 
menyatukan rentang hidup tikus dan manusia dapat dihitung sebagai berikut : (80 
× 365) ÷ (3 × 365) = 26,7 hari manusia = 1 hari tikus; dan 365 ÷ 26,7 = 13,8 hari 
tikus = 1 tahun manusia. Jadi, satu tahun manusia hampir sama dengan dua 
minggu tikus (13,8 hari tikus) (Sengupta, 2013).  
Namun, dengan mempertimbangkan berbagai fase kehidupan tikus, 
konversi usia tikus dan manusia pada fase penuaan reproduksi berubah menjadi 
11,8 hari tikus untuk satu tahun manusia. Menurut American Medical Association, 
usia rata-rata menopause pada wanita adalah 51 tahun (51 × 365 = 18615 hari), 
dan tikus betina memasuki menopause antara usia 15 dan 20 bulan (600 hari). 
Jadi, 18615 ÷ 600 = 31,0 hari manusia = 1 hari tikus, dan 365 ÷ 31 = 11,8 hari tikus 
= 1 tahun manusia (Sengupta, 2013). 
2.7.2 Tikus Model Ovariektomi 
Ovariektomi adalah tindakan mengamputasi, mengeluarkan, dan 
menghilangkan ovarium dari rongga abdomen manusia atau binatang percobaan. 
Ovariektomi (OVX) merupakan model menopause bedah, di mana kadar estrogen 
turun lebih cepat dibandingkan dengan penurunan yang terjadi  pada menopause 
alami. OVX dikaitkan dengan peningkatan remodelling tulang dan pengurangan 
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BMD, volume, dan kekuatan pada berbagai spesies, termasuk tikus dan monyet 
cynomolgus (Rejeki PS, Putri EAC, 2012). 
Prosedur kerja untuk operasi ovariektomi mengacu pada  SOP (Standar 
Operational Procedure) yang telah ditetapkan oleh Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya. Berikut beberapa teknik yang bisa dilakukan untuk 
pelaksanaan ovariektomi (Rejeki PS, Putri EAC, 2012). 
a. Teknik ovariektomi Double Dorsolateral Incision dilakukan dengan insisi pada 
garis tengah area dorsolateral kanan, kemudian dilakukan pembedahan pada 
sisi kanan dorsolateral, pengambilan ovarium kanan hingga penutupan luka. 
Selanjutnya dilakukan insisi yang kedua di area dorsolateral kiri untuk 
mengambil ovarium kiri dengan prosedur yang sama. Teknik ini cenderung 
menyebabkan perdarahan sehingga membutuhkan jahitan yang lebih banyak. 
b. Teknik ovariektomi Single Midline Dorsal incision dilakukan dengan insisi pada 
garis tengah, pada area mid dorsum, pembedahan dan pengambilan kedua 
ovarium sekaligus dengan hanya satu insisi.  
c. Teknik ovariektomi Ventral incision/abdominal transverse incision dilakukan 
dengan insisi kecil peritoneal secara transversal pada bagian tengah abdomen 
dan sedikit ke kanan sehingga otot abdominal transversum terekspos. Setelah 
diseksi otot, barulah rongga peritoneum dan jaringan adiposa yang meliputi 
ovarium terlihat. Pengambilan ovarium dilakukan sekaligus dengan satu insisi 
di ventral abdomen, ovarium kanan dan kiri diambil kemudian dilakukan 
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Gambar 3. 1 Kerangka Teori 
Keterangan : Efek yang ditimbulkan akibat hipoestrogen pada menopause 
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Penjelasan kerangka teori : 
Masa menopause akan menyebabkan penurunan kadar estrogen sehingga 
laju remodeling tulang akan meningkat 2 hingga 4 kali lipat. Resorpsi tulang juga 
mengalami peningkatan sehingga mengakibatkan ketidakseimbangan dalam 
remodelling tulang. Modelling  dan remodelling tulang dilakukan oleh BMU, sebuah 
struktur anatomi sementara yang terdiri dari osteoklas dan osteoblas yang 
menggantikan paket tulang yang lebih tua dengan jaringan tulang baru (Monsef, 
2020).  
Osteoklas berasal dari sel induk hematopoietik. Osteoklas keluar dari 
sirkulasi dan mendekat pada tempat terjadinya remodelling tulang. Fusi sel 
hematopoietik mononuklear menjadi polikarion (osteoklas imatur) hingga 
osteoklas dewasa/aktif membutuhkan ikatan RANK dan RANKL. Ikatan tersebut 
akan mengaktivasi osteoklas dewasa sehingga memulai proses resorpsi tulang 
(Anandarajah, 2020).  
Sedangkan osteoblast berasal dari sel induk mesenkim. Diferensiasi pre-
osteoblas menjadi osteoblast dewasa dan osteosit dipengaruhi oleh berbagai 
faktor, salah satunya hormon estrogen. Kondisi hipoestrogen dapat menurunkan 
jumlah ikatan estrogen dan (Estrogen Receptor) ER di sitosol. Hal ini menimbulkan 
beberapa efek seperti terhambatnya aktivasi Elemen Respons Estrogen (ERE), 
berkurangnya perekrutan ER ke daerah promotor situs awal transkripsi, dan 
menurunnya perekrutan koaktivator yang menstimulasi transkripsi gen. Efek 
tersebut akan menurunkan regulasi sintesis mRNA sehingga terjadi penurunan 
produksi protein OPG dan meningkatnya sitokin pro-inflamasi seperti RANKL. 
Ketika produksi OPG menurun, maka ikatan antara RANK dan OPG juga menurun. 
Hal ini akan menghambat proses pembentukan tulang (Chen and Anderson, 2002; 
Anandarajah, 2020).  
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Selain itu, hipoestrogen juga dapat meningkatkan produk stres oksidatif, 
salah satunya ROS. ROS dapat berpartisipasi dalam remodeling tulang dengan 
meningkatkan resorpsi tulang osteoklastik dan menurunkan osteoblastogenesis. 
Dalam kondisi abnormal, keseimbangan oksidasi-reduksi intraseluler rusak, dan 
stres oksidatif menyebabkan peningkatan ROS. Hidrogen peroksida dapat 
menambah fungsi dan diferensiasi osteoklastik karena telah diketahui bahwa 
osteoklas menghasilkan ROS selama resorpsi tulang. Hidrogen peroksida (H2O2) 
diproduksi selama respirasi seluler di semua sel hidup. H2O2 berbahaya dan harus 
dibuang secepat mungkin. Sel-sel yang mengandung sedikit katalase (enzim 
antioksidan) sangat rentan untuk teroksidasi oleh H2O2 (Hardiany et al., 2020; 
Muthusami et al., 2005). 
ROS yang melebihi kapasitas antioksidan dapat mempercepat terjadinya 
penuaan, merusak sistem antioksidan tubuh, menyebabkan oksidasi lipid dan 
protein, menghancurkan integritas DNA dan pada akhirnya menyebabkan 
kerusakan jaringan. ROS diproduksi secara teratur dari respirasi sel di 
mitokondria, proses fagositosis dan hidroksilasi obat di hati. ROS yang berlebihan 
dapat merusak komponen seluler secara permanen dan menyebabkan kematian 
sel melalui jalur apoptosis intrinsik di mitokondria dan memicu kerusakan DNA 
mitokondria. Peningkatan apoptosis akibat ketidakseimbangan produksi ROS 
dikaitkan dengan perombakan sel dan pemendekan telomer di ujung DNA yang 
membatasi jumlah mitosis sel. ROS sangat reaktif dan merusak berbagai 
biomolekul di sekitarnya seperti protein, DNA dan lipid terutama PUFA (Hardiany 
et al., 2020; Qin et al., 2019). 
Sasaran spesies reaktif adalah ikatan rangkap karbon-karbon dari asam 
lemak tak jenuh ganda. Ikatan rangkap ini akan melemahkan ikatan karbon 
hydrogen sehingga memungkinkan terjadinya abstraksi yang mudah dari hidrogen 
oleh radikal bebas. Kemudian, radikal bebas dapat mengabstraksi atom hidrogen 
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dan radikal bebas lipid terbentuk, yang mengalami oksidasi dan menghasilkan 
radikal peroksil. Radikal peroksil dapat bereaksi dengan asam lemak tak jenuh 
ganda lainnya, mengabstraksi elektron dan menghasilkan hidroperoksida lipid dan 
radikal bebas lipid lainnya. Proses ini dapat diperbanyak secara terus menerus 
dalam reaksi berantai. Hidroperoksida lipid tidak stabil dan fragmentasi 
menghasilkan produk seperti malondialdehida dan 4-hidroksi-2-nonenal (Grotto et 
al., 2009). 
Oksidasi PUFA membentuk MDA, HNE dan produk lain seperti F2-
isoprostanes. MDA, HNE dan F2-isoprostanes merupakan biomarker stres 
oksidatif yang banyak digunakan untuk mendeteksi peroksidasi lipid. MDA 
merupakan senyawa yang sangat reaktif, mudah menembus ke dalam jaringan 
dan mampu membentuk ikatan kovalen dengan protein dan asam nukleat 
sehingga dapat dilakukan modifikasi struktur dan fungsinya. Proses tersebut 
menyebabkan hilangnya integritas membran sel yang selanjutnya dapat 
mengakibatkan terganggunya fungsi sel, kerusakan dan kematian sel sehingga 
menyebabkan disfungsi organ individu (Hardiany et al., 2020). 
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Gambar 3. 2 Kerangka Konsep Penelitian 
Keterangan : Proses genistein dalam ekstrak kacang tunggak sehingga dapat 
menurunkan RANKL dan MDA 
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Penjelasan kerangka konsep : 
Penuaan pada masa menopause menyebabkan kondisi hipoestrogen 
sehingga laju remodeling tulang akan meningkat 2 hingga 4 kali lipat. Resorpsi 
tulang juga mengalami peningkatan sehingga mengakibatkan ketidakseimbangan 
dalam remodelling tulang. Modelling  dan remodelling tulang dilakukan oleh BMU, 
sebuah struktur anatomi sementara yang terdiri dari osteoklas dan osteoblas yang 
menggantikan paket tulang yang lebih tua dengan jaringan tulang baru (Monsef, 
2020).  
Kondisi hipoestrogen dapat menurunkan jumlah ikatan estrogen dan ER di 
sitosol sehingga terhambatnya aktivasi Elemen Respons Estrogen (ERE). Hal ini 
akan menurunkan regulasi sintesis mRNA sehingga terjadi penurunan produksi 
protein OPG dan meningkatnya sitokin pro-inflamasi seperti RANKL. Ketika 
produksi OPG menurun, maka ikatan antara RANK dan OPG juga menurun. Hal 
ini akan menghambat proses pembentukan tulang (Chen and Anderson, 2002; 
Anandarajah, 2020).  
Genistein dalam ekstrak kacang tunggak hadir sebagai fitoestrogen yang 
memiliki fungsi serupa dengan estrogen dalam tubuh. Genistein akan aktif  setelah 
dikonsumsi dan mengalami absorpsi, distribusi, dan metabolism hingga mencapai 
jaringan target, seperti tulang. Genistein melintasi membran sel dengan difusi pasif 
kemudian mengikat ER di sitosol dan membentuk kompleks isoflavon-ER. 
Selanjutnya kompleks ini akan mentranslokasi ke dalam nukleus untuk aktivasi 
ERE, yang terlibat dalam regulasi sintesis mRNA yang diarahkan DNA dan 
produksi protein baru (Chen, 2002). 
ER ditemukan dalam osteoblast. Selain mensekresi protein terkait 
pembentukan tulang (seperti ALP, osteokalsin, dan OPG), osteoblas juga mampu 
mensintesis sitokin (seperti IL-6, RANKL, DAN TNF-α). Sitokin ini telah terbukti 
memiliki peran penting dalam regulasi diferensiasi dan aktivitas osteoklas. Oleh 
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karena itu, genistein mungkin memiliki efek tidak langsung pada osteoklas dengan 
mengatur produksi sitokin dalam osteoblas. Hasil dari aksi genistein ini akan 
menghambat diferensiasi osteoklas dan aktivitas resorpsi tulang (Chen, 2002). 
Selain itu, penuaan dan hipoestrogen dapat meningkatkan produksi ROS. 
Dalam kondisi abnormal, keseimbangan oksidasi-reduksi intraseluler rusak, dan 
stres oksidatif menyebabkan peningkatan ROS. Hidrogen peroksida dapat 
menambah fungsi dan diferensiasi osteoklastik karena telah diketahui bahwa 
osteoklas menghasilkan ROS selama resorpsi tulang. Hidrogen peroksida (H2O2) 
diproduksi selama respirasi seluler di semua sel hidup. H2O2 berbahaya dan harus 
dibuang secepat mungkin. Sel-sel yang mengandung sedikit katalase (enzim 
antioksidan) sangat rentan untuk teroksidasi oleh H2O2 (Hardiany et al., 2020; 
Muthusami et al., 2005). 
ROS yang melebihi kapasitas antioksidan dapat mempercepat terjadinya 
penuaan, merusak sistem antioksidan tubuh, menyebabkan oksidasi lipid dan 
protein, menghancurkan integritas DNA dan pada akhirnya menyebabkan 
kerusakan jaringan. ROS diproduksi secara teratur dari respirasi sel di 
mitokondria, proses fagositosis dan hidroksilasi obat di hati. ROS yang berlebihan 
dapat merusak komponen seluler secara permanen dan menyebabkan kematian 
sel melalui jalur apoptosis intrinsik di mitokondria dan memicu kerusakan DNA 
mitokondria. Peningkatan apoptosis akibat ketidakseimbangan produksi ROS 
dikaitkan dengan perombakan sel dan pemendekan telomer di ujung DNA yang 
membatasi jumlah mitosis sel. ROS sangat reaktif dan merusak berbagai 
biomolekul di sekitarnya seperti protein, DNA dan lipid terutama PUFAs (Hardiany 
et al., 2020; Qin et al., 2019). 
Sasaran spesies reaktif adalah ikatan rangkap karbon-karbon dari asam 
lemak tak jenuh ganda. Ikatan rangkap ini akan melemahkan ikatan karbon 
hydrogen sehingga memungkinkan terjadinya abstraksi yang mudah dari hidrogen 
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oleh radikal bebas. Kemudian, radikal bebas dapat mengabstraksi atom hidrogen 
dan radikal bebas lipid terbentuk, yang mengalami oksidasi dan menghasilkan 
radikal peroksil. Radikal peroksil dapat bereaksi dengan asam lemak tak jenuh 
ganda lainnya, mengabstraksi elektron dan menghasilkan hidroperoksida lipid dan 
radikal bebas lipid lainnya. Proses ini dapat diperbanyak secara terus menerus 
dalam reaksi berantai. Hidroperoksida lipid tidak stabil dan fragmentasi 
menghasilkan produk seperti MDA dan HNE (Grotto et al., 2009). 
Oksidasi PUFA membentuk MDA, HNE dan produk lain seperti F2-
isoprostanes. MDA, HNE dan F2-isoprostanes merupakan biomarker stres 
oksidatif yang banyak digunakan untuk mendeteksi peroksidasi lipid. MDA 
merupakan senyawa yang sangat reaktif, mudah menembus ke dalam jaringan 
dan mampu membentuk ikatan kovalen dengan protein dan asam nukleat 
sehingga dapat dilakukan modifikasi struktur dan fungsinya. Proses tersebut 
menyebabkan hilangnya integritas membran sel yang selanjutnya dapat 
mengakibatkan terganggunya fungsi sel osteoblas, kerusakan dan kematian sel 
osteoblast sehingga menurunkan proses pembentukan tulang (Hardiany et al., 
2020). 
Genistein dalam ekstrak kacang tunggak dapat digunakan sebagai 
antioksidan. Aksi genistein yang dibantu oleh sitokin anti-inflamasi dapat 
mengurangi diferensiasi osteoklas, menginduksi apoptosis osteoklas, 
meningkatkan diferensiasi dan aktivitas osteoblas, serta bertindak juga melalui 
mekanisme epigenetik. Hal ini membuat status inflamasi berkurang sehingga ROS 





3.3.1 Hipotesis Umum 
Ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat menurunkan 
ekspresi RANKL tulang dan kadar malondialdehyde serum tikus putih (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi. 
3.3.2 Hipotesis khusus  
a. Ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat menurunkan 
ekspresi RANKL tulang tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi. 
b. Ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat menurunkan 












4.1 Jenis dan desain Penelitian 
Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah true 
experimental dengan pendekatan post test only control group design. Metode 
penelitian ini adalah penelitian eksperimen (true experiment), diartikan sebagai 
metode yang digunakan untuk mencari pengaruh perlakuan tertentu terhadap 
yang lain dalam kondisi yang terkendalikan. Dalam hal ini penulis menggunakan 
kelas kontrol sebagai pembanding maka penelitian ini juga bisa disebut 
eksperimen murni. Metode ini digunakan atas dasar pertimbangan bahwa sifat 
penelitian eksperimental yaitu mencoba sesuatu untuk mengetahui atau akibat dari 
suatu perlakuan. Sedangkan pendekatan post test only control grup design yaitu 
fenomena yang terjadi akibat adanya intervensi yang diamati setelah intervensi 
tersebut diberikan. Peneliti mengukur pengaruh perlakuan pada kelompok 
eksperimen dengan membandingkan kelompok kontrol, tanpa terlebih dahulu 
melakukan pretest (Zainuddin,2011).  
Perlakuan/intervensi yang diberikan dalam penelitian ini adalah pemberian 
ekstrak kacang tunggak (Vigna unguiculata)  dengan berbagai dosis pada tikus 
putih (Rattus norvegicus). Akibat dari perlakuan/intervensi yang diamati adalah 
Ekspresi RANKL Tulang dan Kadar MDA Serum tikus putih. 
4.2 Populasi dan Sampel Penelitian 
4.2.1 Populasi 
Populasi dari penelitian ini adalah tikus putih Rattus norvegicus galur 




4.2.2 Kriteria Inklusi 
Kriteria inklusi dari populasi penelitian ini adalah sebagai berikut :  
a. Jenis kelamin betina  
b. Berusia 15 bulan 
c. Memiliki berat badan 200-350 gram  
d. Tikus sehat (aktif, bulu putih bersih, mata cerah dan tidak cacat) 
4.2.3 Kriteria Eksklusi 
Kriteria eksklusi dari populasi penelitian ini adalah sebagai berikut:  
a. Tikus bunting 
b. Tikus yang sudah pernah dipakai percobaan 
4.2.4 Kriteria Drop Out 
Kriteria drop out dari populasi penelitian ini yaitu tikus yang mati sebelum 
penelitian selesai. 
4.2.5 Sampel dan Besar Sampel 
Sampel pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) betina 
yang memenuhi kriteria inklusi. Besar sampel penelitian yang digunakan 
ditentukan dengan menggunakan rumus Federer : 
(t-1) (n-1) ≥ 15 
Dengan (t) adalah jumlah kelompok perlakuan dan (n) adalah jumlah ulangan pada 
masing-masing kelompok. Perhitungan jumlah sampel untuk setiap kelompok 
adalah sebagai berikut. 
Penelitian ini akan dibagi menjadi 6 kelompok sehingga perhitungannya adalah : 
(6-1)x(n-1) ≥ 15 = 5(n-1) ≥ 15  
         5n  ≥ 20 
       n   ≥ 4 
Jumlah sampel keseluruhan adalah jumlah kelompok pengamatan dikalikan 
dengan jumlah pengulangan. Peneliti menggunakan 6 sampel pada masing-
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masing 4 kelompok perlakuan dan 2 kelompok kontrol sehingga perhitungannya 
adalah (4+2)x4 = 24 ekor tikus. Namun untuk menghindari adanya penurunan 
besaran sampel akibat sakit dan kematian, maka replikasi di  perbanyak menjadi 
5 ekor tikus per kelompok sehingga jumlah tikus keseluruhan menjadi 30 ekor. 
Cara persiapan sampel :  
Sampel berjumlah 30 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) betina yang telah di 
ovariektomi. Sampel tersebut dibagi menjadi 6 kelompok dengan 5 ekor tikus di 
setiap kelompoknya. Pembagian kelompok berdasarkan perlakuan yang diberikan 
adalah sebagai berikut : 
Tabel 4.1 Pembagian kelompok berdasarkan perlakuan 
Kelompok kontrol negatif : Tikus model SHAM, dipertahankan selama 1 
bulan dan diberi aquadest 1 ml/hari 
Kelompok kontrol positif : Tikus yang diovariektomi, dipertahankan 
selama 1 bulan dan diberi aquadest 1 ml/hari 
Kelompok perlakuan 1 
(P1) : 
tikus yang diovarektomi, dipertahankan selama 
1 bulan dan diberi terapi hormon estradiol 
valerate dengan dosis 0,18 mg/kgBB 
Kelompok perlakuan 2 
(P2) : 
tikus yang diovarektomi, dipertahankan selama 
1 bulan dan diberi ekstrak kacang tunggak 
dengan dosis I (1,25 mg/kgBB) secara per oral 
dengan menggunakan sonde lambung. 
Kelompok perlakuan 3 
(P3) : 
tikus yang diovarektomi, dipertahankan selama 
1 bulan dan diberi ekstrak kacang tunggak 
dengan dosis II (2,5 mg/kgBB) secara per oral 
dengan menggunakan sonde lambung 
Kelompok perlakuan 4 
(P4) : 
tikus yang diovarektomi, dipertahankan selama 
1 bulan dan diberi ekstrak kacang tunggak 
dengan dosis III (5 mg/kgBB) secara per oral 





4.3 Tempat dan Waktu Penelitian 
4.3.1 Tempat penelitian 
Tabel 4.2 Tempat penelitian 
Tempat Kegiatan 
Lab. Farmakologi FKUB Pembuatan ekstrak kacang tunggak (Vigna 
unguiculata), Pemeliharaan hewan coba 
(adaptasi, ovariektomi dan perlakuan) 
Lab. Patologi Anatomi (PA) 
FKUB 
Pembuatan preparat penelitian, 
pengamatan hasil IHK 
Lab. Biomedik FKUB Pengecatan IHK 
Lab. Biokimia FKUB Sentrifuse serum, Pemeriksaan MDA 
 
4.3.2 Waktu penetilian 
Penelitian dilaksanakan selama 3 bulan terhitung sejak Maret 2021. 
4.4 Variabel Penelitian 
4.4.1 Variabel Bebas (Independen) 
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak kacang 
tunggak (Vigna unguiculata) dalam dosis 1,25 mg/kgBB; 2,5 mg/kgBB; 5 mg/kgBB. 
4.4.2 Variabel Terikat (Dependen) 
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah Ekspresi RANKL Tulang dan 




4.5 Definisi Operasional 
Tabel 4.3 Definisi Operasional 




Kacang tunggak (Vigna 
unguiculata) dalam bentuk 
bubuk (powder), dilakukan 
ekstraksi dengan teknik 
maserasi menggunakan pelarut 
etanol.  
Dosis 1 : 1,25 mg/KgBB 
Dosis 2 : 2,5 mg/KgBB 






RANKL dari tulang femur tikus 
yang telah dilakukan 
dekalsifikasi, pemotongan 
secara longitudinal, dan 
pewarnaan imunohistokimia 
pada sediaan histopatologi. 
Ekspresi RANKL pada daerah 
metafise diamati sel yang 
berwarna coklat adalah sel yang 
mengekspresikan RANKL. 
Dihitung melalui hasil scan pada 
mikroskop dot slide dengan 
pengamatan 10 kali lapang 
pandang menggunakan 




Kadar malondialdehyde pada 
serum tikus saat setelah 
diterminasi yang diukur 
menggunakan Elabscience MDA 
ELISA Kit Catalog No. E-EL-
0060, yang dilakukan setelah 40 
hari pemberian ekstrak kacang 






4.6 Prosedur Penelitian 
4.6.1 Pembuatan Ekstrak Kacang Tunggak dan pengujian bahan aktif 
 fitoestrogenik 
 
a. Kacang tunggak (Vigna unguiculata) didapatkan dari Balitkabi Kota 
Malang dalam kondisi kemasan dan kering. 
b. Kacang tunggak kering dihaluskan dengan blender. 
c. Pembuatan ekstrak kacang tunggak dengan cara maserasi yaitu kacang 
tunggak yang telah halus ditimbang sebanyak 100 gram kemudian 
direndam dengan pelarut etanol sampai volume  1000 mL. 
d. Kacang tunggak yang telah direndam dikocok pada shaker selama ± 30 
menit dan didiamkan semalaman (24 jam) sampai terbentuk endapan. 
e. Cairan bagian atas  yang merupakan etanol (pelarut) dan zat aktif yang 
sudah tercampur diambil dan disaring menggunakan kertas saring. 
f. Proses perendaman dilakukan sebanyak tiga kali.  
g. Cairan lapisan atas diambil dan dimasukkan ke dalam labu evaporasi 1 
L untuk dilakukan proses evaporasi. 
h. Memasang labu pada alat evaporator dan mengisi water bath dengan 
air sampai penuh. 
i. Memasang rangkaian alat (rotator evaporator, pemanas water bath 
yang diatur sampai suhu 900C atau sesuai dengan titik didih pelarut) 
kemudian disambungkan dengan aliran listrik. 
j. Larutan etanol dibiarkan memisah dengan zat aktif yang sudah ada di 
dalam labu evaporasi. 
k. Aliran etanol ditunggu sampai berhenti menetes pada labu 
penampungan (± 1,5 hingga 2 jam pada tiap labu). 
l. Hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam cawan penguap kemudian 
dimasukkan ke dalam oven pada suhu titik didih etanol yaitu 720C. 
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m. Hasil ekstraksi di oven sampai berat tetap (penimbangan dilakukan 
sebanyak tiga kali dan hasil pengukurannya tetap). Hasil ekstraksi yang 
didapatkan adalah ± 1 5⁄  - 
1
10⁄  dari bahan alam kering. 
n. Hasil ekstraksi dimasukkan ke dalam botol kaca kemudian disimpan di 
dalam freezer. 
4.6.2 Prosedur Pemilihan Hewan Coba 
Tikus putih (Rattus norvegicus) betina dewasa galur Sprague-Dawley 
dipilih dengan berat sekitar 200-350 gram dan berusia 15 bulan. Tikus betina 
diaklimatisasi selama 1 minggu dan dilakukan ovariektomi. Tikus diistirahatkan 
selama 1 bulan kemudian diberikan perlakuan sesuai dosis yang ditetapkan. 
4.6.3 Prosedur Pemeliharaan Hewan Coba 
Pemeliharaan hewan coba dilakukan di Laboratorium Farmakologi 
Universitas Brawijaya Malang. Hewan coba diadaptasikan (aklimatisasi) dengan 
kondisi suhu lingkungan yang stabil dan baik selama 7 hari agar dapat 
menyesuaikan diri dengan lingkungan barunya. Hewan uji yang digunakan adalah 
tikus putih (Rattus norvegicus) betina dewasa galur Sprague-Dawley umur 15 
bulan  dengan berat 200-300 gram dan sehat. Hewan coba dimasukkan ke dalam 
kendang yang terbuat dari bahan dasar plastik dengan ukuran 20 cm x 30 cm x 40 
cm yang dialasi dengan sekam setebal 0,5-1 cm pada dasar kendang dan diganti 
dua kali seminggu untuk mencegah infeksi yang dapat terjadi akibat kotoran tikus 
tersebut. Kandang ditutup dengan kawat berjaring agar tikus tidak mudah keluar. 
Setiap kendang berisi 2-3 ekor dan berat badan hewan coba ditimbang setiap 10 
hari sekali. Cahaya ruangan dikontrol 12 jam terang dan 12 jam gelap, sedangkan 
temperatur dan kelembapan ruangan dibiarkan berada pada kisaran suhu 27-
280C. Hewan coba diberi makan dengan pakan standar yang digunakan yaitu Poor 
Standar 511 kering (40 gram/ekor), dan minum yang diletakkan di dalam botol 
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khusus yang diberikan secara ad libitum. Setiap tikus diberi perlakuan sesuai 
dengan ketentuan yang sudah ditetapkan. 
4.6.4 Prosedur Ovariektomi 
Ovariektomi dilakukan oleh petugas Laboratorium Farmakologi Universitas 
Brawijaya. Ovariektomi bertujuan untuk membuat tikus menjadi hipoestrogen 
sehingga didapatkan model tikus osteoporosis yang diinduksi oleh ovariektomi. 
Tabel 4.4 Alat, Bahan, dan Prosedur Ovariektomi 
Alat 1 set alat bedah  
Spuit 1 cc 
Meja operasi kecil 
Baki plastik 













SOP 1. Tikus ditimbang dengan timbangan digital untuk penentuan dosis agen 
anastesi 
2. Pemberian agen anastesi secara intraperitoneal 
3. Persiapan lapang operasi pada abdomen tikus. Rambut abdomen 
dicukur, kemudian oleskan etanol.  
4. Melakukan sebuah insisi kecil tegak lurus peritoneal (transverse 
peritoneal) sepanjang 0,4-0,6 cm dengan pisau scalpel ukuran 11 di 
pertengahan abdomen dan secara ringan arahkan ke sisi kanan, 
mendekati puting susu kedua kanan.  
5. Setelah mencapai kavum peritoneal, jaringan adiposa ditarik sampai 
tuba uterine kanan dan ovarium teridentifikasi. Lakukan juga untuk tuba 
dan ovarium kiri. Letakkan masing-masing organ diatas duk steril. 
6. Melakukan pengikatan pada daerah distal tuba uterin dan potong 
ovarium. Lakukan pada ovarium sisi sebaliknya.  
7. Memasukkan kembali tuba ke dalam kavum peritoneal. Lalu jahit 
kembali ke dalam 2 lapisan (otot dan kulit) dengan catgut. Untuk 
peritoneum dan otot menggunakan benang yang mudah di absorbsi 
(chromic sutures 3/0), sedangkan untuk kulit menggunakan benang non 
absorbs (silk sutures 3/0) 
8. Mengolesi bekas jahitan dengan povidone iodin 





4.6.5 Pemeriksaan kondisi hipoestrogen 
Hari ke-28 pasca ovariektomi dilakukan swab vagina pada hewan coba 
untuk melihat kondisi pH vagina. Apabila pH vagina lebih dari 7 maka dinyatakan 
dalam kondisi basa, keadaan tersebut menunjukkan hewan coba dalam kondisi 
hipoestrogen. Pengukuran pH vagina hewan coba dilakukan menggunakan pH 
indikator strips MERCK dengan cara : 
a. Hewan coba dipegang dengan posisi terlentang.  
b. Vagina hewan coba dibuka. 
c. Pengambilan sekret mukosa vagina pada introitus vagina dan kanalis 
vaginalis hewan coba menggunakan cotton swab dengan 3 kali putaran 
searah jarum jam. 
d. Hasil swab dioleskan pada pH indicator strips MERCK selama 1 sampai 3 
detik, maksimal 10 menit. 
e. Pembacaan hasil pemeriksaan pH indicator strips sesuai dengan standar pH 
indicator strips MERCK (pH 0-14). 
4.6.6 Pemberian dosis ekstrak kacang tunggak 
Ekstrak kacang tunggak diberikan pada 1 bulan setelah ovariektomi. Dosis 
pemberian ekstrak kacang tunggak merujuk pada jurnal Khusniyati et al (2014) 
yaitu dosis 1,25 mg/kgBB; 2,5 mg/kgBB; dan 5,0 mg/kgBB, diberikan 1x setiap 
hari. ekstrak kacang tunggak diberikan selama 40 hari pasca ovariektomi secara 
per oral melalui sonde. Ekstrak terlebih dahulu dilarutkan dengan aquabidest. 
Penimbangan berat badan tikus dilakukan setiap 10 hari untuk menghitung dosis 
yang akan diberikan. Perhitungan dosis tersebut adalah sebagai berikut : 






Sebagai contoh misal BB tikus 250 gram, maka : 
- Dosis I (1,25 mg/KgBB) 
250 gram x 1,25 mg
1000
 =  0,31 mg 
- Dosis II (2,5 mg/KgBB) 
250 gram x 2,5 mg
1000
 =  0,625 mg 
- Dosis III (5 mg/KgBB) 
250 gram x 5 mg
1000
 =  1,25 mg  
Membuat larutan stok ekstrak kacang tunggak 5 mg/ml dengan cara menimbang 
2,5 gram ekstrak kacang tunggak dan dilarutkan dalam 500 ml aquabidest. 
Kemudian dibuat larutan konsentrasi sesuai kebutuhan. Misal kebutuhan tikus 
dengan BB 250 gram yaitu 0,31 mg/ml (dosis I); 0,625 mg/ml (dosis II); dan 1,25 
mg/ml (dosis III). 
- Untuk membuat larutan dosis I = konsentrasi 0,31 mg/ml. 
Mengambil 6,2 ml larutan stok dan ditambah 93,8 ml aquabidest. Diberikan 
pada tikus dosis I (1 ml/tikus/hari). 
- Untuk membuat larutan dosis II = konsentrasi 0,625 mg/ml. 
Mengambil 12,5 ml larutan stok dan ditambah 87,5 ml aquabidest. 
Diberikan pada tikus dosis II (1 ml/tikus/hari).  
- Untuk membuat larutan dosis III = konsentrasi 1,25 mg/ml. 
Mengambil 25 ml larutan stok dan ditambah 75 ml aquabidest. Diberikan 
pada tikus dosis III (1 ml/tikus/hari). 
4.6.7 Terminasi dan Pengambilan Organ 
Tindakan terminasi dilakukan dengan memberikan injeksi agen anastesi 
(ketamin). Bagian yang diambil adalah tulang femur dan serum darah yang diambil 
62 
 
dari jantung. Setelah proses pengambilan organ, tikus dikubur dengan kedalaman 
tanah minimal 1 meter dan tikus dalam kondisi tidak bertumpukan (untuk 
menghindari bau dan terkoreknya tanah oleh hewan pemangsa). 
4.6.8 Proses Dekalsifikasi dan pemotongan tulang femur  
a. Dilakukan fiksasi dengan 10% buffer formalin selama 24 jam. 
b. Prosedur dekalsifikasi : 
1. Spesimen didekalsifikasi dalam larutan EDTA. 
2. Perubahan pada spesimen diobservasi setiap hari sampai 
dekalsifikasi selesai. Proses dekalsifikasi berlangsung selama 15 
hari. 
3. Jaringan dipotong secara longitudinal dengan ketebalan ± 2-3 mm, 
dimasukkan ke dalam kaset dan diberi kode. 
4. Jaringan dicuci dengan air mengalir, kemudian dimasukkan ke dalam 
mesin Automatic Tissue Tex Prosesor. 
c. Pemotongan jaringan : 
1. Jaringan dikeluarkan dari mesin Automatic Tissue Tex Prosesor. 
2. Dilakukan blok paraffin. 
3. Jaringan dipotong dengan alat Microtome ketebalan 3-5 mikron 
4. Diletakkan dalam oven selama 30 menit dengan suhu 70-800C, 
kemudian dimasukkan ke dalam  2 tabung larutan xylol masing-
masing 20 menit, setelah itu dimasukkan ke 4 tabung alkohol selama 




4.6.9 Prosedur Imunostaining, pengamatan dan penghitungan Ekspresi 
RANKL 
a. Protokol untuk melakukan IHC dengan antibodi RANKL diambil dari 
panduan praktikum prosedur immunostaining untuk jaringan yang 
difiksasi dengan buffer formalin sebagai berikut : 
1) Dilakukan deparafinisasi 
a) Xilol (2x10 menit) 
b) Etanol absolut (2x10 menit) 
c) Etanol 90% (1x5 menit) 
d) Etanol 80% (1x5 menit) 
e) Etanol 70% (1x5 menit) 
f) Aquades steril (3x5 menit) 
2) Dilakukan antigen retrieval dengan buffer sitrat dan pemanasan 
dengan cara : slide direndam pada chamber berisi buffer sitrat 
(pH=6,0). Kemudian slide dipanaskan di microwave bersuhu 950C 
selama 5 menit. Slide dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali, berurutan 
selama 5 menit, 2 menit, 2 menit. 
3) Dilakukan blocking peroksidase endogen dengan LSAB (Label Strip 
Avidin Biotin) dengan meneteskan H2O2 (konsentrasi 3% dalam 
metanol). Inkubasi selama 20 menit pada suhu ruang, kemudian 
slide dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali, berurutan selama 5 menit, 
2 menit, 2 menit. 
4) Dilakukan blocking unspesific protein menggunakan Blocking 
Serum Albumin (BSA) ditambah 0,25% Triton X dalam buffer PBS, 
diinkubasi semalam pada suhu 40C, slide dicuci dengan PBS 
sebanyak 3 kali, berurutan selama 5 menit, 2 menit, 2 menit. 
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5) Diteteskan antibodi primer RANKL Polyclonal Antibody sc-7628 
produksi Santa Cruz (antibodi telah dilarutkan ke dalam buffer PBS; 
0,2% BSA; 0,25% Triton X-100). Diinkubasi semalam pada suhu 
40C. Slide dikeluarkan dan dibiarkan sampai mencapai suhu ruang. 
Kemudian slide dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali, berurutan 
selama 5 menit, 2 menit, 2 menit. 
6) Diteteskan antibodi sekunder, diinkubasi dalam chamber tertutup 
pada suhu ruang selama 60 menit. Slide dicuci dengan PBS 3x5 
menit. 
7) Meneteskan Strepavidin Horseradish Peroxidase (SA-HRP) @ 50 
µL pada slide. Inkubasi dalam chamber bertutup pada suhu ruang 
selama 60 menit. Slide dicuci dengan PBS 3x5 menit dan dibilas 
dengan aquades. 
8) Diteteskan Diaminobenzedine (DAB) dengan perbandingan DAB 
Chromogen : DAB Buffer = 1:40. Diinkubasi dalam chamber tertutup 
pada suhu ruang selama 2 menit. Slide dicuci dengan aquades 3x5 
menit. 
9) Diteteskan Mayer’s Hematoxilen. Slide diinkubasi pada suhu ruang 
selama 2 menit. Dibilas dengan aquades dan dikeringanginkan. 
10) Mounting dengan entelan (xylol 50%). Tutup dengan cover glass 
dan dikeringanginkan. 
11) Diamati di bawah mikroskop. 
b. Teknis pengamatan dan penghitungan ekspresi RANKL 
1) Dilakukan pengamatan di bawah mikroskop cahaya untuk preparat 
yang telah disiapkan untuk RANKL. 
2) Bagian yang terwarnai yaitu bagian yang ada ikatan antigen 
antibodi berwarna coklat karena diberi DAB, sedangkan bagian 
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yang tidak terekspresi menggunakan counterstain dengan Mayer’s 
Hematoxilen berwarna ungu.  
3) Jika dilihat di bawah mikroskop akan terlihat perbedaan warna 
tersebut, kemudian hitung yang berwarna coklat. 
4) Total jumlah sel dihitung pada pengamatan 10x lapang pandang. 
4.6.10 Pengukuran Kadar MDA Serum 
Pengukuran MDA Serum dilakukan menggunakan prinsip ELISA- 
Sandwich. Plat ELISA mikro yang digunakan telah dilapisi dengan antibodi khusus 
untuk MDA. Standar atau sampel ditambahkan ke plate well ELISA mikro dan 
dikombinasikan dengan antibodi spesifik. Kemudian antibodi pendeteksi 
terbiotinilasi khusus untuk MDA dan konjugat Avidin-Horseradish Peroxidase 
(HRP) ditambahkan secara berturut-turut ke setiap pelat mikro dengan baik dan 
diinkubasi. Komponen yang bebas dicuci lalu larutan substrat ditambahkan ke 
masing-masing well. Pada well yang mengandung MDA, deteksi antibodi biotinilasi 
dan konjugat Avidin HRP akan tampak berwarna biru. Reaksi enzim-substrat 
diakhiri dengan penambahan larutan stop dan warnanya menjadi kuning. Optical 
density (OD) diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang 450 nm ± 2 
nm. Nilai OD sebanding dengan konsentrasi MDA. Pengukuran konsentrasi MDA 
dalam sampel dapat dilakukan dengan membandingkan OD sampel dengan kurva 
standar. Adapun tahapan pengukuran MDA terdiri dari beberapa hal sebagai 
berikut. 
a. Persiapan sampel :  
Serum dibiarkan menggumpal selama 2 jam pada suhu kamar atau 
semalaman pada 2-8℃ sebelum sentrifugasi selama 15 menit pada 1000×g 
pada 2-8 ℃. Supernatan dikumpulkan untuk melakukan pengujian. Tabung 




b. Persiapan reagen : 
1) Semua reagen dibawa ke suhu kamar (18-25 ℃) sebelum digunakan. Set-
up microplate dan panaskan terlebih dahulu selama 15 menit sebelum 
pengukuran OD. 
2) Wash Buffer : 30 mL Concentrated Wash Buffer diencerkan dengan 720 
mL air deionisasi atau suling untuk menyiapkan 750 mL Wash Buffer. Jika 
kristal telah terbentuk, konsentrat  dihangatkan terlebih dahulu dalam 
penangas air 40 ℃ dan diaduk perlahan sampai kristal benar-benar larut. 
3) Standard working solution : Standar disentrifus pada 10.000×g  selama 1 
menit. Ditambahkan 1,0 mL standar referensi & pengencer sampel, 
kemudian didiamkan selama 10 menit dan dibalik perlahan beberapa kali. 
Setelah larut sepenuhnya, larutan diaduk rata dengan pipet. Pemulihan ini 
menghasilkan working solution 2000 ng/mL. Setelah itu, pengenceran 
dibuat serial sesuai dengan kebutuhan. Gradien pengenceran yang 
disarankan adalah sebagai berikut : 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 
0 ng/mL. Adapun metode pengenceran dilakukan dengan cara : 
a) Siapkan 7 tabung EP kemudian ditambahkan 500uL Standar Referensi 
& Pengencer Sampel ke setiap tabung.  
b) Pipet 500uL working solution 2000 ng/mL ke tabung pertama dan 
dicampur hingga menghasilkan larutan kerja 1000 ng/mL.  
c) Pipet 500uL larutan dari tabung sebelumnya ke tabung terakhir (Gambar 
4.1). Catatan : tabung terakhir dianggap kosong dan tidak boleh 




Gambar 4. 1 Langkah pengenceran working solution 
4) Biotinylated Detection Ab working solution : jumlah larutan yang diperlukan 
dihitung sebelum percobaan (100 μL/well). Dalam persiapan sebaiknya 
disiapkan lebih dari jumlah yang dihitung. Sebelum digunakan, tabung stok 
disentrifus dan 100×Concentrated Biotinylated Detection Ab diencerkan 
menjadi 1×working solution dengan pengencer Biotinylated Detection Ab. 
5) Concentrated HRP Conjugate working solution : jumlah larutan yang 
dibutuhkan dihitung sebelum percobaan (100 μL/well). Dalam persiapan 
sebaiknya disiapkan lebih dari jumlah yang dihitung. 100×Concentrated 
HRP Conjugate diencerkan menjadi 1× working solution dengan pengencer 
Concentrated HRP Conjugate Diluent. 
c. Prosedur : 
1) Ditambahkan 100 μL larutan standar atau sampel ke setiap well. Diinkubasi 
selama 90 menit pada suhu 37 °C. 
2) Larutan dikeluarkan dan ditambahkan 100 μL Biotinylated Detection Ab 
working solution. Kemudian well ditutup dengan plate sealer dan dicampur 
dengan lembut. Selanjutnya diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. 
3) Larutan dituang dari setiap well, ditambahkan 350 uL wash buffer ke setiap 
well lalu direndam selama 1-2 menit. Larutan dituang dari masing-masing 
wadah lalu ditepuk-tepuk hingga kering pada kertas penyerap yang bersih. 
Langkah pencucian ini diulang sebanyak 3 kali. 
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4) Ditambahkan 100 μL HRP Conjugate working solution, ditutup dengan 
Plate sealer. Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. 
5) Larutan diaspirasi dan dicuci sebanyak 5 kali. 
6) Ditambahkan 90 μL Reagen Substrat dan diinkubasi selama 15 menit pada 
suhu 37 ° C. 
7) Ditambahkan 50 μL Stop Solution.  
8) Optical density (nilai OD) ditentukan setiap well sekaligus melakukan 
pengaturan micro-plate reader ke 450 nm dan dilakukan perhitungan hasil 
(Elabscience, 2020). 
d. Perhitungan hasil  
Rata-rata pembacaan duplikat dihitung untuk setiap standar dan sampel, lalu 
dikurangi standar rata-rata nol OD. Plot empat parameter kurva logistik pada 
kertas grafik log-log, dengan konsentrasi standar pada sumbu x dan nilai OD 
pada sumbu y. Jika sampel telah diencerkan, konsentrasi yang dihitung dari 
kurva standar harus dikalikan dengan faktor pengenceran. Jika OD sampel 
melebihi batas atas kurva standar, maka harus dilakukan pengujian kembali 
dengan pengenceran yang sesuai.   
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4.7 Alur Penelitian 
  
  
Tikus betina di ovariektomi 
Tikus betina di istirahatkan selama 1 bulan 
Tikus betina setelah 1 bulan di ovariektomi Cek pH vagina 
Tikus di terminasi setelah 40 hari perlakuan  
Pengambilan 























































Gambar 4. 2 Alur Penelitian 
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4.8 Analisa Data 
Pembuktian hipotesis pada peneitian ini menggunakan pendekatan 
statistik dengan uji statistika parametrik, hal ini dilakukan karena semua data 
penelitian berskala rasio. Sebelumnya, data di analisis dengan uji prasyarat 
parametrik untuk menunjukkan bahwa data termasuk dalam kategori terdistribusi 
normal atau tidak terdistridusi normal. Uji normalitas dilakukan dengan 
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena ukuran sampel yang kecil. Kriteria 
keputusan dikategorikan berdasarkan nilai probabilitas kesalahan empirik pada 
nilai Sig atau p-value yaitu jika menunjukkan nilai yang lebih besar dari taraf 
signifikansi α = 0,05, maka data disimpulkan berdistribusi normal dan uji 
parametrik dapat digunakan. Namun jika p-value menunjukkan nilai yang lebih 
kecil dari taraf signifikansi α = 0,05 maka uji parametrik tidak dapat digunakan 
sehingga menggunakan uji statistika non parametrik (Santoso, 2005). Adapun 
variabel terukur yang diuji dengan uji prasarat parametrik adalah data ekspresi 
RANKL tulang dan kadar MDA serum. 
Jika sudah diketahui bahwa data terdistribusi normal maka selanjutnya 
digunakan One Way Anova (Uji F) untuk membuktikan hipotesis peneitian. Apabila 
pada uji One Way Anova menghasilkan kesimpulan H0 ditolak atau ada perbedaan 
yang bermakna (p-value <0,05), maka analisis dilanjutkan dengan uji 
perbandingan berganda, yaitu dipilih uji Beda Nyata Terkecil atau Least Significant 
Difference (LSD) (Steel and Torrie, 1995). Tujuan digunakan LSD adalah untuk 
mengetahui beda nyata antara beberapa kelompok perlakuan.  
Sedangkan untuk menguji keeratan antara dosis dengan masing-masing 
variabel pada penelitian, analisis dilanjutkan menggunakan uji korelasi Pearson, 
jika data terdistribusi normal. Namun jika data tidak terdistribusi normal maka akan 
digunakan uji Spearman. Kriteria keputusan berdasarkan nilai Sig atau p-value. 
Jika p-value > α =  0,05 maka disimpulkan tidak ada korelasi yang bermakna antar 
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dosis dan variabel. Namun jika p-value < α =  0,05 maka disimpulkan ada korelasi 
yang bermakna antara dosis dan variabel. Tingkat keeratan hubungan (koefisien 
korelasi/KK) dapat diartikan dalam tujuh tingkatan sebagai berikut : (Hasan, 2012) 
KK = 0, tidak ada korelasi 
0 < KK ≤ 0.20, korelasi sangat rendah / lemah tapi pasti. 
0.20 < KK ≤ 0.40, korelasi rendah/ lemah tapi pasti. 
0.40 < KK ≤ 0.70, korelasi yang cukup berarti. 
0.70 < KK ≤ 0.90, korelasi yang tinggi/ kuat. 
0.90 < KK ≤ 1.00, korelasi sangat tinggi/ kuat sekali/ dapat diandalkan. 
KK = 1, korelasi sempurna. 














 Hasil Uji Prasyarat Parametrik  
Dalam penelitian ini, hasil analisis data pada uji normalitas dilakukan dengan 
menggunakan uji Shapiro-Wilk. Adapun kriteria keputusannya yaitu jika nilai Sig 
atau p-value lebih besar dari taraf signifikansi α = 0.05 maka data terdistribusi 
normal dan sebaliknya jika nilai Sig atau p-value lebih kecil dari taraf signifikansi α 
= 0.05 maka data tidak terdistribusi normal. Pada analisis uji Shapiro-Wilk 
diperoleh hasil dan dijelaskan secara rinci pada tabel berikut.  







Kontrol negatif (-) 0.850 0.288 Normal 
Kontrol positif (+) 0.712 0.084 Normal 
OVX + Estradiol 0.18 mg/kgBB  0.952 0.303 Normal 
OVX + KT 1.25 mg/kgBB 0.735 0.325 Normal 
OVX + KT 2.5 mg/kgBB 0.850 0.648 Normal 
OVX + KT 5 mg/kgBB 0.556 0.068 Normal  
Berdasarkan hasil uji Shapiro-Wilk dapat disimpulkan bahwa data ekspresi 
RANKL dan kadar MDA untuk masing-masing kelompok pengamatan  telah 
menunjukkan nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi α = 
0.05. Jadi, semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik yaitu data terbukti 
terdistribusi normal. Kemudian data bisa dianalisis lebih lanjut dengan uji statistika 
parametrik untuk membuktikan hipotesis penelitian yang telah diajukan.  
 Efek Ekstrak Etanol Kacang Tunggak terhadap Ekspresi RANKL Tulang 
Tikus Putih Model Ovariektomi 
Hasil pengecatan imunohistokimia ekspresi RANKL tulang pada Rattus 
norvegicus kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif, kelompok 
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pemberian estradiol 0.18 mg/kgBB, dan kelompok pemberian ekstrak kacang 




Gambar 5.1  Gambaran Ekspresi RANKL Tulang pada Rattus norvegicus 
dengan pewarnaan IHK dalam perbesaran 400x  
Keterangan : Gambaran histopatologi tulang pada kelompok kontrol negatif, kontrol 
positif dan perlakuan. Sel yang diamati yaitu sel yang berinti, berbentuk 
kuboid/poligonal, dan menempel pada trabekular. Setelah pewarnaan IHK, 
sel yang mengekspresikan RANKL tampak memiliki inti yang berwarna 
ungu dan dikelilingi dengan warna coklat. Perbedaan ekspresi RANKL 
pada masing-masing kelompok ditunjukkan dengan tanda panah; 






mg/kgBB/hari; (D)OVX + KT 1.25 mg/kgBB/hari; (E)OVX + KT 2.5 
mg/kgBB/hari; (F)OVX + KT 5 mg/kgBB/hari (IHK, x400) 
Berdasarkan uji Anova One Way pada data ekspresi RANKL tulang tikus 
model ovariektomi diperoleh hasil ada perbedaan yang signifikan rerata ekspresi 
RANKL tulang keenam kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan 
nilai p-value = α<0.05. Selanjutnya pada uji perbandingan berganda dengan Uji 
Beda Nyata Terkecil (Least Significant Difference/LSD) diperoleh data dan 
ditampilkan pada tabel di bawah ini. 
Tabel 5.2  Efek Ekstrak Etanol Kacang Tunggak terhadap ekspresi RANKL 
Tulang Tikus Putih Model Ovariektomi 
Kelompok Pengamatan 
Ekspresi RANKL Tulang 
p-value 
Rerata ± sd 
Kontrol negatif (-) 11.75 ± 1.70c 
0.006 
Kontrol positif (+) 19.75 ± 3.86ab 
OVX + Estradiol 0.18 mg/kgBB  15.25 ± 2.98bc 
OVX + EKT 1.25 mg/kgBB 23.75 ± 6.60a 
OVX + EKT 2.5 mg/kgBB 17.25 ± 1.70bc 
OVX + EKT 5 mg/kgBB 15.75 ± 3.40bc 
Berdasarkan hasil uji perbandingan berganda dengan uji LSD menunjukkan 
ada beda nyata rerata ekspresi RANKL tulang antara kelompok kontrol negatif 
(11.75 ± 1.70)  dan kelompok kontrol positif (19.75 ± 3.86). Rerata ekspresi RANKL 
tulang pada kelompok kontrol positif menunjukkan nilai yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini membuktikan bahwa 
ovariektomi lebih meningkatkan ekspresi RANKL tulang dibandingkan dengan 
tikus SHAM.  
Pada perbandingan rerata ekspresi RANKL tulang antara kelompok 
pemberian 17β-estradiol dengan kelompok pemberian dosis ekstrak kacang 
tunggak secara statistik diketahui tidak ada beda nyata. Tampak rerata pemberian 
17β-estradiol lebih rendah jika dibandingkan dengan pemberian ekstrak kacang 
tunggak dosis 1.25 mg/kgBB dan 2.5 mg/kgBB, maupun dosis 5 mg/kgBB. 
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Adapun hasil uji LSD pada rerata ekspresi RANKL tulang antara kelompok 
kontrol positif (19.75 ± 3.86) dengan kelompok perlakuan pemberian ekstrak 
kacang tunggak dosis 1.25 mg/kgBB (23.75 ± 6.60), dengan dosis 2.5 mg/kgBB 
(17.25 ± 1.70), dan dengan dosis 5 mg/kgBB (15.75 ± 3.40) menunjukkan tidak 
ada beda nyata.  Tampak ekspresi RANKL tulang mengalami penurunan seiring 
dengan peningkatan dosis ekstrak kacang tunggak. Maka dapat dikatakan bahwa 
ekstrak kacang tunggak dapat menurunkan ekspresi RANKL tulang pada 
kelompok perlakuan, meskipun hal ini tidak bermakna secara statistik. Ketiga dosis 
ekstrak kacang tunggak (1.25 mg/kgBB; 2.5 mg/kgBB; dan 5 mg/kgBB) 
menggambarkan kemampuan yang sama dalam menurunkan ekspresi RANKL 
tulang. Nilai rerata ekspresi RANKL tulang terkecil ditunjukkan pada kelompok 
perlakuan dosis 5 mg/kgBB (15.75 ± 3.40) dibandingkan dengan dosis yang lain.  
Perbedaan rerata ekspresi RANKL tulang pada keenam kelompok sampel 
tersebut disajikan secara lengkap tampak pada gambar histogram di bawah ini.  
 
Gambar 5.2 Histogram Efek Ekstrak Etanol Kacang Tunggak terhadap 
ekspresi RANKL Tulang Tikus Putih Model Ovariektomi 
Gambar 5.2 menunjukkan histogram rerata ± standar deviasi ekspresi RANKL 
tulang pada tikus model ovariektomi keenam kelompok sampel pengamatan 
dengan perlakuan pemberian ekstrak kacang tunggak (1.25 mg/kgBB; 2.5 
mg/kgBB; dan 5 mg/kgBB). Berdasarkan nilai rerata, ekspresi RANKL tulang 
11.75 ± 1.70
19.75 ± 3.86 
15.25 ± 2.98
23.75 ± 6.60




































antara kelompok kontrol negatif dan kontrol positif tampak adanya peningkatan. 
Tampak rerata pemberian 17β-estradiol lebih rendah jika dibandingkan dengan 
pemberian ekstrak kacang tunggak dosis 1.25 mg/kgBB dan 2.5 mg/kgBB, 
maupun dosis 5 mg/kgBB. Sedangkan jika kelompok kontrol positif dibandingkan 
dengan kelompok pemberian ekstrak kacang tunggak berturut-turut mulai dosis 
1.25 mg/kgBB; 2.5 mg/kgBB; dan 5 mg/kgBB menunjukkan adanya penurunan. 
Nilai rerata ekspresi RANKL tulang tampak semakin menurun seiring dengan 
bertambahnya dosis yang diberikan. Nilai rerata ekspresi RANKL tulang paling 
rendah ditunjukkan pada kelompok perlakuan pemberian ekstrak kacang tunggak 
dosis 5 mg/kgBB (15.75 ± 3.40) dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis 
yang lain. 
 Efek Ekstrak Kacang Tunggak terhadap Kadar Malondialdehyde Serum 
Tikus Putih Model Ovariektomi 
Proses pengujian efek ekstrak kacang tunggak terhadap kadar 
Malondialdehyde (MDA) serum dilakukan dengan One Way Anova. Berdasarkan 
uji One Way Anova pada data kadar MDA serum tikus model ovariektomi diperoleh 
hasil ada perbedaan yang signifikan rerata keenam kelompok sampel 
pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-value = α <0.05. Selanjutnya pada 
uji perbandingan berganda dengan Uji Beda Nyata Terkecil (Least Significant 




Tabel 5.3  Efek Ekstrak Etanol Kacang Tunggak terhadap Kadar  MDA Serum 
Tikus Putih Model Ovariektomi 
Kelompok Pengamatan 
Kadar MDA Serum 
p-value 
Rerata ± sd 
Kontrol negatif (-) 1.37 ± 0.24bc 
0.016 
Kontrol positif (+) 1.66 ± 0.39a 
OVX + Estradiol 0.18 mg/kgBB  1.29 ± 0.11bc 
OVX + EKT 1.25 mg/kgBB 1.57 ± 0.23ab 
OVX + EKT 2.5 mg/kgBB 1.41 ± 0.08abc 
OVX + EKT 5 mg/kgBB 1.06 ± 0.02c 
Keterangan :  Pada rerata±sd jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan 
yang bermakna (p-value<0.05) dan jika memuat huruf yang sama berarti 
tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0.05) 
Berdasarkan hasil uji perbandingan berganda dengan uji LSD menunjukkan 
bahwa ada beda nyata rerata kadar MDA serum tikus putih model ovariektomi 
antara kelompok kontrol negatif (1.37 ± 0.24)  dan kelompok kontrol positif (1.66 ± 
0.39). Rerata kadar MDA serum pada kelompok kontrol positif memiliki nilai yang 
lebih besar dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukkan 
bahwa ovariektomi lebih meningkatkan kadar MDA serum dibandingkan dengan 
tikus SHAM.  
Pada perbandingan rerata kadar MDA antara kelompok pemberian 17β-
estradiol dengan kelompok pemberian dosis ekstrak kacang tunggak secara 
statistik diketahui tidak ada beda nyata. Tampak rerata pemberian 17β-estradiol 
lebih rendah jika dibandingkan dengan pemberian ekstrak kacang tunggak dosis 
1.25 mg/kgBB dan 2.5 mg/kgBB, maupun dosis 5 mg/kgBB. 
Sedangkan pada rerata kadar MDA serum antara kelompok kontrol positif 
(1.66 ± 0.39) menunjukkan ada beda nyata dengan kelompok perlakuan 
pemberian ekstrak kacang tunggak dosis 5 mg/kgBB (1.06 ± 0.02). Pemberian 
dosis ekstrak kacang tunggak 5 mg/kgBB mampu menurunkan kadar MDA serum 
pada tikus model ovariektomi. Selain itu, kadar MDA serum mengalami penurunan 
seiring dengan peningkatan dosis ekstrak kacang tunggak. Maka, hipotesis 
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terbukti bahwa ekstrak kacang tunggak mampu menurunkan kadar MDA serum 
pada tikus model ovariektomi. Perbedaan rerata kadar MDA serum pada keenam 
kelompok sampel tersebut disajikan secara lengkap pada gambar histogram di 
bawah ini.  
 
Gambar 5.3. Histogram Efek Ekstrak Etanol Kacang Tunggak terhadap Kadar 
MDA Serum Tikus Putih Model Ovariektomi 
Gambar 5.3 menunjukkan histogram rerata ± standar deviasi kadar MDA 
serum pada tikus model ovariektomi keenam kelompok sampel pengamatan 
dengan perlakuan pemberian ekstrak kacang tunggak (1,25 mg/kgBB; 2,5 
mg/kgBB; dan 5 mg/kgBB). Jika dilihat berdasarkan nilai rerata kadar MDA serum 
antara kelompok kontrol negatif dan kontrol positif terlihat ada peningkatan yang 
bermakna. Sedangkan rerata kadar MDA serum pada kelompok kontrol positif dan 
kelompok perlakuan pemberian ekstrak kacang tunggak berturut-turut mulai dosis 
1.25 mg/kgBB; 2.5 mg/kgBB; dan 5 mg/kgBB terlihat ada penurunan yang 
bermakna. Nilai rerata kadar MDA serum tampak semakin menurun seiring 
dengan bertambahnya dosis yang diberikan. Nilai rerata kadar MDA serum paling 
rendah ditunjukkan pada kelompok perlakuan pemberian ekstrak kacang tunggak 
dosis 5 mg/kgBB (1.07 ± 0.02) dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis 
yang lain.  

































Analisis dilanjutkan dengan uji pearson corellation untuk mengetahui 
hubungan antara dosis ekstrak kacang tunggak dengan kadar MDA Serum. 
Analisis menunjukkan hasil -0.722 dengan signifikansi p-value 0.002. Tanda 
negatif menunjukkan bahwa hubungan berbanding terbalik, sedangkan angka 
0.722 menunjukkan korelasi yang kuat. Sehingga dapat disimpulkan bahwa 
semakin tinggi pemberian dosis ekstrak kacang tunggak yang diberikan, maka 







6.1 Efek Pemberian Ekstrak Kacang Tunggak terhadap Ekspresi RANKL 
Tulang Tikus Model Ovariektomi 
Menopause merupakan proses penuaan yang mengakibatkan penurunan 
fungsi, penurunan homeostasis hingga kematian sel (apoptosis) akibat 
berkurangnya hormon estrogen secara drastis. Hipoestrogen menyebabkan 
peningkatan pada resorpsi tulang sehingga menghasilkan ketidakseimbangan 
dalam remodeling tulang. Ketidakseimbangan ini menjadikan kehilangan tulang 
lebih cepat dan pengeluaran kalsium yang berasal dari tulang ke cairan 
ekstraseluler. Perubahan ini menyebabkan keseimbangan kalsium tubuh total 
negatif, yang selanjutnya mengarah pada penurunan densitas tulang. Keroposnya 
tulang akibat defisiensi estrogen melibatkan beberapa mekanisme diantaranya 
efek langsung estrogen pada osteoklas, peningkatan regulasi osteoklastogenesis 
melalui aktivasi RANKL, dan penurunan produksi osteoprotegrin oleh osteoblas. 
Defisiensi estrogen juga menyebabkan pengeroposan tulang melalui peningkatan 
ekspresi sitokin seperti TNF-α, IL-1 dan IL-6 dalam osteoklas, sel stroma sumsum 
tulang, monosit dan limfosit (Muthusami et al., 2005). 
Pengeroposan tulang terjadi karena resorpsi yang berlebihan oleh osteoklas. 
Diferensiasi dan aktivasi osteoklas dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah 
satunya interaksi RANK-RANKL. RANKL mengaktifkan reseptornya RANK, yang 
ditemukan pada osteoklas dan prekursor preosteoklas. Selanjutnya interaksi 
RANK-RANKL mengarah pada perekrutan preosteoklas, fusi menjadi osteoklas 
berinti banyak, aktivasi osteoklas, dan kelangsungan hidup osteoklas hingga 
resorpsi terjadi. Dalam penelitian ini, salah satu faktor resorpsi tulang yang dilihat 
yaitu jumlah ekspresi RANKL. Berdasarkan tabel 5.2 dapat diketahui bahwa ada 
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perbedaan rerata ekspresi RANKL antara kelompok kontrol negatif (11.75 ± 1.70) 
dengan kelompok kontrol positif (19.75 ± 3.86). Hal ini menunjukkan bahwa tikus 
model ovariektomi lebih menunjukkan ekspresi RANKL yang tinggi dibandingkan 
dengan tikus SHAM.  
Tikus yang diovariektomi adalah model hewan yang paling banyak digunakan 
untuk osteoporosis pascamenopause karena memiliki karakteristik fisiologi 
skeletal yang mirip dengan wanita pascamenopause (Qi, 2018). Jumlah ekspresi 
RANKL yang lebih tinggi pada kelompok OVX menunjukkan bahwa ovariektomi 
dapat menginduksi pengeroposan tulang. Selain itu, ovariektomi membuat kadar 
estrogen turun lebih cepat dibandingkan dengan penurunan yang terjadi pada 
menopause alami sehingga estrogen kehilangan fungsi protektifnya pada tulang. 
Sedangkan efek protektif estrogen pada tulang diantaranya mengontrol 
pembentukan osteoklas, meningkatkan apoptosis osteoklas dan menurunkan 
kapasitas osteoklas untuk menyerap tulang (Muthusami et al., 2005).  
Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Qi (2018) yang menggunakan 
tikus Sprague-Dawley betina usia 13 minggu. Tikus dibedakan menjadi 5 
kelompok dan masing-masing kelompok diberikan perlakuan sesuai jenisnya 
selama 10 minggu. Kelompok kontrol yang digunakan yaitu tikus OVX dan tikus 
SHAM. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kepadatan mineral tulang/Bone 
Mineral Density (BMD) tikus OVX menurun secara signifikan dibandingkan dengan 
SHAM. Sama halnya dengan penelitian Liu (2018) yang membagi tikus Sprague-
Dawley betina menjadi kelompok OVX dan SHAM. Setelah proses OVX dan 
SHAM, tikus tidak diberi terapi apapun selama 1 bulan. Hal ini bertujuan untuk 
mendapatkan kondisi osteopenia yang signifikan. Kemudian terapi dilakukan 
selama 12 minggu dan tikus di terminasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
BMD tikus OVX secara signifikan lebih rendah dibandingkan dengan SHAM. 
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Selain itu, ekspresi RANKL signifikan lebih tinggi jika dibandingkan dengan tikus 
SHAM.  
Penelitian ini membuktikan bahwa genistein dalam ekstrak kacang tunggak 
memiliki aktivitas estrogenik yang baik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
ekspresi RANKL tulang pada kelompok pemberian 17β-estradiol (15.25 ± 2.98)  
tidak jauh berbeda  dengan pemberian ekstrak kacang tunggak dosis 5 mg/kgBB 
(15.75 ± 3.40). Maka dapat dinilai bahwa ekstrak kacang tunggak memiliki 
kemampuan yang serupa dengan 17β-estradiol sehingga dapat dimanfaatkan 
sebagai pencegahan gejala pascamenopause yang sebagian besar terjadi karena 
kondisi hipoestrogen, terutama  osteoporosis pascamenopause. 
Genistein memiliki banyak sifat biologis diantaranya sebagai antiinflamasi, 
antiangiogenik, antiproliferatif, antioksidan, imunomodulator, analgesik dan 
perlindungan sendi. Dalam model tikus OVX, genistein telah menunjukkan 
aktivitas antiosteoporosis. Dalam osteoklas, genistein menekan aktivasi protein 
fosfatase, menginduksi apoptosis, dan menghambat pembentukan sel osteoklas 
melalui berbagai jalur. Dalam osteoblas, genistein dapat menginduksi diferensiasi 
osteoblas melalui stimulasi jalur ER, meningkatkan aktivasi jalur MAPK dan ERK, 
dan meningkatkan ekspresi ER-α dan ER-β. Kemudian genistein menginduksi 
sintesis OPG, yang mengarah pada peningkatan rasio OPG/RANKL (Bellavia et 
al., 2021; Martiniakova et al., 2020). Hal ini membuat ekspresi RANKL menurun 
sehingga menghambat diferensiasi osteoklas. Hasil penelitian ini menunjukkan 
ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi RANKL tulang antara kelompok 
kontrol positif (19.75 ± 3.86) dengan kelompok perlakuan pemberian ekstrak 
kacang tunggak dosis 1.25 mg/kgBB (23.75 ± 6.60) dengan 2.5 mg/kgBB (17.25 ± 
1.70), dan dosis 5 mg/kgBB (15.75 ± 3.40). Genistein yang terkandung dalam 
ekstrak kacang tunggak mampu menurunkan ekspresi RANKL tulang secara 
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signifikan. Hal ini dapat dilihat dari hasil uji One Way ANOVA dengan nilai 0.006 
(p-value <0.05).  
Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Chen (2019) yang menunjukkan 
bahwa pemberian genistein selama 10 minggu pada tikus OVX membuat mRNA 
OPG tulang dan ekspresi protein OPG meningkat dan mRNA RANKL dan ekspresi 
protein RANKL menurun. Penelitian serupa juga dilakukan oleh Xie (2021) yaitu 
dengan menggunakan tikus Sprague–Dawley betina usia 6 bulan yang telah di 
ovariektomi dan diberi ekstrak daun kedelai tinggi isoflavon yang mengandung 
genistein selama 3 bulan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa struktur jaringan 
tulang trabekula tampak sangat rusak setelah ovariektomi. Pada tikus OVX, 
jaringan tulang femur tampak banyak penghubung yang hilang dan ruang yang 
lebih lebar antara trabekula jika dibandingkan dengan tikus kontrol (yang tidak di 
ovariektomi). Kemudian pemberian ekstrak daun kedelai tinggi isoflavon yang 
mengandung genistein pada tikus OVX terbukti secara signifikan mencegah 
kehilangan tulang trabekular, karena jaringan trabekular lebih tebal dan tampak 
lebih padat daripada femur dari tikus OVX yang tidak diberi perlakuan. 
6.2  Efek Pemberian Ekstrak Kacang Tunggak terhadap Kadar MDA Serum 
Tikus Model Ovariektomi 
Penuaan dan defisiensi estrogen menyebabkan menurunnya pertahanan 
tubuh terhadap antioksidan sehingga keseimbangan oksidasi-reduksi intraseluler 
rusak, dan ROS meningkat. ROS merupakan senyawa yang sangat reaktif dan 
dapat menyerang sekitarnya termasuk protein, DNA, dan lipid seperti PUFA 
(Hardiany et al., 2020). Lipid bertanggung jawab untuk menjaga keutuhan 
membran sel, namun peroksidasi ekstensif lipid dapat mengubah perakitan, 
komposisi, struktur, dan dinamika membran lipid sel osteoblas (Gaschler and 
Stockwell, 2017). Reaksi yang terjadi antara ROS dan lipid disebut dengan 
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid terjadi saat radikal bebas seperti OH● 
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menyerang Hidrogen dari Fatty Acid (LH) dan menghasilkan Radical Lipid (L●). 
Selanjutnya L●  yang bereaksi dengan molekul O2 akan membentuk Radical 
Peroxyl Lipid (LOO●). LOO● melalui reaksi siklisasi untuk membentuk 
endoperoksida, yang akhirnya membentuk MDA sebagai produk akhir dari proses 
peroksidasi lipid (Kassi et al., 2015). 
Dalam penelitian ini, kadar MDA serum digunakan sebagai penanda kondisi 
oksidatif. Berdasarkan tabel 5.3 dapat diketahui bahwa ada perbedaan rerata 
kadar MDA serum antara kelompok kontrol negatif dengan kelompok kontrol 
positif. Hal ini menunjukkan bahwa tikus model ovariektomi lebih menunjukkan 
kadar MDA serum yang tinggi dibandingkan dengan tikus SHAM. Peroksidasi lipid 
yang meningkat dapat memicu apoptosis sel osteoblas. Jika hal ini terjadi terus 
menerus maka akan menyebabkan penurunan pada densitas tulang.  
Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Qin (2019) yang mengggunakan 
hewan coba tikus betina usia 6 bulan dan terbagi menjadi kelompok OVX dan 
SHAM kemudian dirawat selama 20 minggu. Perlakuan dilakukan selama 12 
minggu dan terminasi dilakukan sebagian pada minggu ke-6 dan sebagian lagi 
pada minggu ke-12. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat peningkatan 
kadar ROS dan MDA serum pada tikus OVX dibandingkan kelompok SHAM. 
Ovariektomi menyebabkan keseimbangan antara pembentukan dan eliminasi 
spesies oksigen reaktif rusak. Hal ini membuat tubuh menghasilkan stres oksidatif 
yang berlebih sehingga kadar ROS dan MDA meningkat. 
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa genistein dapat digunakan sebagai 
antioksidan dengan cara meningkatkan ekspresi gen enzim antioksidan. Tabel 5.3 
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna rerata kadar MDA serum antara 
kelompok kontrol positif (1.66 ± 0.391) dengan kelompok perlakuan pemberian 
ekstrak kacang tunggak dosis 1.25 mg/kgBB (1.57 ± 0.231) dengan 2.5 mg/kgBB 
(1.41 ± 0.085), dan dosis 5 mg/kgBB (1.06 ± 0.020). Hal ini membuktikan bahwa 
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pemberian ekstrak kacang tunggak dengan berbagai dosis mampu menurunkan 
kadar MDA serum. Hal ini dapat dilihat dari hasil uji One Way ANOVA dengan nilai 
0.016 (p-value <0.05). Kemudian berdasarkan uji LSD didapatkan hasil bahwa 
dosis optimum pemberian ekstrak kacang tunggak yaitu 5 mg/kgBB. Hasil 
penelitian ini didukung oleh penelitian Braxas (2019) yang menyatakan bahwa 
suplementasi genistein selama 12 minggu dapat menurunkan MDA sebesar 
11,48% dibandingkan dengan kelompok plasebo. 
Inflamasi dan stres oksidatif memainkan peran kunci dalam patogenesis 
osteoporosis. ROS yang dihasilkan oleh stress oksidatif dapat mempercepat 
diferensiasi dan aktivitas osteoklas serta menghambat diferensiasi osteoblas. 
Genistein yang terkandung dalam ekstrak kacang tunggak  bersifat sebagai 
antioksidan, sehingga aksi genistein yang dibantu oleh sitokin anti-inflamasi dapat 
mengurangi diferensiasi osteoklas, menginduksi apoptosis osteoklas, 
meningkatkan diferensiasi dan aktivitas osteoblas, serta bertindak juga melalui 
mekanisme epigenetik (Bellavia et al., 2021). Hal ini membuat status inflamasi 
berkurang sehingga ROS dan MDA menurun. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa kadar MDA serum pada kelompok pemberian 17β-estradiol (1.29 ± 0.111)  
tidak jauh berbeda  dengan pemberian ekstrak kacang tunggak dosis 5 mg/kgBB 
(1.06 ± 0.020). Hal ini membuktikan bahwa fitoestrogen yang terkandung dalam 
ekstrak kacang tunggak mampu memiliki fungsi serupa dengan 17β-estradiol yaitu 
sebagai antioksidan yang bisa mencegah peningkatan kadar MDA (Devi et al., 
2017). 
Sedangkan hasil uji Pearson Corellation yaitu sebesar -0.722 dengan 
signifikansi p-value 0.002. Tanda negatif menunjukkan bahwa pemberian dosis 
ekstrak kacang tunggak berbanding terbalik dengan kadar MDA. Angka 0.722 
dalam koefisien korelasi masuk dalam kategori korelasi yang kuat. Sehingga dapat 
dikatakan bahwa semakin tinggi pemberian dosis ekstrak kacang tunggak yang 
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diberikan akan semakin menurunkan kadar MDA serum dan keduanya memiliki 
korelasi yang kuat. 
6.3  Keterbatasan Penelitian 
Penelitian ini memiliki keterbatasan yang diharapkan perlu untuk dilakukan 
perbaikan untuk peneliti selanjutnya. Pada penelitian ini hanya dilakukan 
pemeriksaan pH vagina sebagai penentu hipoestrogen, namun pemeriksaan ini 
bersifat subyektif sehingga perlu dilakukan pemeriksaan penunjang secara 
sistemik yang menyatakan bahwa tikus dalam kondisi hipoestrogen seperti kadar 
estradiol (E2), kadar Follicle Stimulating Hormone (FSH), dan kadar Luteinizing 
Hormone (LH). Penelitian ini tidak menggunakan genistein murni sebagai 
pembanding dan karena keterbatasan referensi, peneliti hanya menggunakan 
dosis ekstrak kacang tunggak tertinggi sebesar 5 mg/kgBB. Selain itu, pada 
pengamatan hasil immunohistokimia didapatkan sel eritrosit dan hematopoetic ikut 





KESIMPULAN DAN SARAN 
 
7.1    Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diperoleh kesimpulan 
sebagai berikut : 
7.1.1 Ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat menurunkan 
ekspresi RANKL tulang tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi  
7.1.2 Ekstrak etanol kacang tunggak (Vigna unguiculata) dapat menurunkan kadar 
Malondialdehyde serum tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi. 
7.2    Saran 
7.2.1 Peneliti selanjutnya sebaiknya melakukan pemeriksaan penunjang ssecara 
sistemik (kadar E2, FSH, dan LH) untuk menunjukkan bahwa tikus dalam 
kondisi hipoestrogen sebelum pemberian perlakuan. 
7.2.2 Peneliti selanjutnya sebaiknya menggunakan genistein murni sebagai 
pembanding. 
7.2.3 Peneliti selanjutnya sebaiknya menggunakan dosis ekstrak kacang tunggak 
yang lebih tinggi setelah uji toksisitas agar dapat diperoleh dosis optimal. 
7.2.4 Peneliti selanjutnya sebaiknya melakukan trial serta evaluasi bertahap jika 
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